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Zusammenfassung
Die Phosphorylierung als posttranslationale Modifikation von Proteinen spielt bei
Signalwegen in Zellen eine große Rolle. Für die Entschlüsselung des molekularen
Mechanismus der circadianen Uhr ist es daher von Interesse, die Phosphorylierungs-
stellen beteiligter Proteine zu identifizieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die
Proteine Period I und II mittels Flüssigkeitschromatographie und Tandemmassen-
spektrometrie (LC-MS/MS) auf Phosphorylierungsstellen untersucht. Hierbei lag
der Fokus auf der Verbesserung bestehender Methoden, um eine bessere und um-
fassendere Identifizierung der Phosphorylierungsstellen, insbesondere in Bezug auf
mehrfach phosphorylierte Peptide, zu erreichen. Der Arbeitsablauf beinhaltete die
Verwendung mehrerer Proteasen, um eine hohe Sequenzabdeckung des Proteins zu
erreichen. Nach der Proteolyse wurden die Phosphopeptide mittels Titandioxid an-
gereichert. Hierbei und bei der LC-MS/MS-Analyse wurde Citrat als Additiv ver-
wendet, welches eine bessere Chromatographie multiphosphorylierter Peptide er-
möglicht. Bei der MS/MS-Analyse wurden CID und ETD als Fragmentierungsme-
thoden eingesetzt. Es konnten durch diese Methodik 30 bzw. 42 Phosphorylierungs-
stellen an den Proteinen Period I und II identifiziert werden, von denen 26 bzw. 14
zuvor nicht beschrieben waren. Nach der qualitativen Identifizierung wurden quan-
titative Varianten der optimierten Analytik untersucht, um die biologische Funktion
der gefundenen Phosphorylierungsstellen untersuchen zu können. Hierbei wurden
das metabolische Labeling der Zellen mit 15N-stickstoffhaltigen Aminosäuren und
die säurekatalysierte Isotopenmarkierung auf Peptidebene mit 18O-Sauerstoff un-
tersucht. Mit einer optimierten Variante der säurekatalysierten Isotopenmarkierung
mit 18O-Sauerstoff lassen sich die Carboxygruppen der Peptide in 5 h 30 min mit
einer Rate von >97 % 18O-Sauerstoff markieren. Mit dieser Methode können weitere
funktionelle Untersuchungen der Phosphorylierung an den Period-Proteinen durch-
geführt werden.
Abstract
Protein phosphorylation, a posttranslational modification, plays an important role
in signal cascades in cells. In order to understand the molecular mechanism of the
circadian clock, it is thus of interest to identify the phosphorylation sites on proteins
contributing to the system. During the work for this thesis, the proteins Period I
and II were analyzed for phosphorylation sites with liquid chromatography and tan-
dem mass spectrometry (LC-MS/MS). Hereby the focus was on improving existing
methods in order to better identify multi-phosphorylated peptides. In the work-
flow, the Period proteins were digested with several proteases in order to archive
a high sequence coverage for analysis. After proteolysis the phosphopeptides were
subsequently enriched with titanium dioxide. During phosphopeptide enrichment
and reversed phase chromatography, citrate was used as an additive for a better
chromatography and recovery of multiphosphorylated peptides. During LC-MS/MS
analysis, CID and ETD were used as fragmentation mechanisms in the mass spec-
trometer. Using these methods, 30 and 42 phosphorylation sites could be identi-
fied on the proteins Period I and II, respectively, including 26 and 14 which were
iii
previously unpublished. In order to unravel the biological function of these phos-
phorylation sites, quantitative methods for the optimized LC-MS approach were
investigated. This included the metabolic labeling of cells with amino acids con-
taining 15N-nitrogen as well as acid catalyzed 18O-oxygen labeling on peptide level.
The developed optimized variant of acid catalyzed 18O-oxygen labeling achieves an
inclusion of 18O-oxygen at the peptide carboxy groups with a rate of >97 % in 5 h
30 min. This method can be used for further investigation of the biological function
of the phosphorylation on the Period proteins.
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1.1 Proteinanalytik mittels Massenspektrometrie
Die Einführung sanfter Ionisierungsmethoden wie Electrospray Ionisation (ESI) (Fenn
et al., 1989), Soft Laser Desorption (SLD) (Tanaka et al., 1988) und Matrix-assisted
Laser Desorption/Ionization (MALDI) (Karas et al., 1987) ermöglichte den Einsatz der
Massenspektrometrie für die Analytik von Biomolekülen. Durch diese Methoden ist es
möglich, große Biomoleküle wie Proteine, Peptide und Lipide sanft in die Gasphase
des Massenspektrometers zu überführen, ohne diese zu fragmentieren. Dies hat dazu
geführt, daß heute Massenspektrometrie die Analytikmethode der Wahl im Bereich der
Proteinanalytik und „Proteomics“ ist. Proteomics beschreibt dabei analog zum Begriff
Genomics das Ziel, alle Proteine einer Zelle oder eines Gewebes zu einem bestimmen
Zeitpunkt qualitativ und auch quantitativ zu erfassen (Anderson und Anderson, 1998;
Blackstock und Weir, 1999).
1.2 Instrumente
Für die Proteinanalyse mittels Massenspektrometrie kommen heute vor allem Tandem-
massenspektrometer (Hybridmassenspektrometer und Ionenfallen) zum Einsatz. Als Hy-
bridmassenspektrometer werden dabei Massenspektrometer bezeichnet, welche mehrere
Massenanalysatoren unterschiedlichen Typs besitzen. Alle Massenspektrometer messen
das Masse-zu-Ladungs-Verhältnis von positiv oder negativ geladenen Ionen. Dies ge-
schieht mittels der Manipulation der Ionenflugbahnen im elektrischen oder magnetischen
Feld. Dabei kommen Massenanalysatoren unterschiedlicher Bauweise wie z. B. lineare
und 3D-Ionenfallen, Quadrupol-, Time of flight- (TOF), Fouriertransformations-Ionen-
zyklotronresonanz- (FTICR) und Orbitrap-Massenanalysatoren zum Einsatz (Lehmann
und Schlosser, 2011). Gängige Kombinationen sind dabei die Kombination von Quadru-
pol und Time of flight-Massenanalysatoren (Q-TOF) und die Kombination von linaren
Ionenfallen mit FTICR- und Orbitrap-Massenanalysatoren.
Als weitere Eigenschaft zeichnen sich Tandemmassenspektrometer dadurch aus, dass
es möglich ist, die ins Gerät geleiteten Ionen in oder nach dem ersten Massenanalysator
zu fragmentieren. Dieses bezeichnet man als MS/MS- oder MS2-Experiment. Bei Gerä-
ten mit einer Ionenfalle als erstem Massenanalysator findet die Fragmentierung meistens
in dieser statt, bei den anderen Geräten wird eine gesonderte Kollisionszelle zwischen den
Massenanalysatoren für die Fragmentierung verwendet. Die wichtigste Fragmentierungs-
technik ist dabei Collision Induced Dissociation (CID), welche auch Collision Activated
Dissocation (CAD) genannt wird. Daneben spielen mittlerweile die Aktivierungsmetho-
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den Electron Capture Dissociation (ECD) (Zubarev et al., 2000) bei FTICR-Systemen
und Electron Transfer Dissociation (ETD) (Syka et al., 2004) bei Ionenfallen-, Q-TOF-
und Orbitrap-Massenanalysatoren besonders bei der Analyse von posttranslationalen
Modifikationen eine größere Rolle. Daneben existieren noch weitere Fragmentierungs-
techniken wie Infrared Multiphoton Dissociation (IRMPD), Blackbody Infrared Radiati-
ve Dissociation (BIRD), Electron Detachment Dissociation (EDD) und Surface Induced
Dissociation (SID), welche allerdings weniger verbreitet sind.
1.2.1 ETD 3D-Ionenfallen-Massenspektrometer
Beim ETD 3D-Ionenfallen-Massenspektrometer werden die Ionen über eine Transferka-
pillare, Octopole und Linsen in die eigentliche 3D-Ionenfalle transferiert. Dort werden sie
durch Variation der anliegenden Spannungen nacheinander aus der Falle geleitet und im
Detektor gemessen, siehe Abbildung 1.1 auf der nächsten Seite. Für die Aufnahme eines
Fragmentspektrums mit CID (CID-MS2-Spektrum) werden die Precursor-Ionen in der
Falle isoliert und anschließend nach Anregung im elektrischen Feld durch Kollision mit
den Atomen des Kollisionsgases Helium fragmentiert. Für ein ETD-Fragmentspektrum
werden die Ionen ebenfalls in der Falle isoliert und anschließend Fluoranthen-Anionen
aus der CI-Quelle in die Ionenfalle geleitet. Dort reagieren die Radikal-Anionen mit den
Peptid-Kationen. Dabei wird vom Anion ein Elektron auf das Peptid-Kation übertragen
und es entsteht ein Radikal-Kation. Dieses ist instabil und die radikalische Fragmentie-
rungsreaktion findet statt. Nach der Fragmentierung werden die Fragment-Ionen wieder
für die Aufnahme eines Massenspektrums nacheinander aus der Ionenfalle geleitet oder
erneut für ein MSn-Spektrum isoliert und fragmeniert. Bei der Erstellung des Fragment-
spektrums in der Ionenfalle handelt es sich daher um ein zeitlich getrenntes MS/MS-
Experiment. Ionenfallen-Massenspektrometer besitzen mehrere Vorteile. Neben der Mög-
lichkeit MSn-Spektren zu erzeugen besitzen sie eine hohe Sensitivität, da die Ionenfalle
mit einer größeren Anzahl an Ionen gefüllt werden kann, bis der Scanvorgang gestartet
wird. Außerdem können aktuelle Ionenfallen Massenspektren in schneller Reihenfolge
aufnehmen. Nachteilig sind bei Ionenfalle-Massenspektrometern die geringe Massenge-
nauigkeit und Auflösung sowie ein Verlust von Ionen im niederen Massenbereich bei CID-
MS2-Fragmentspektren. Weitere Informationen zu Ionenfallen-Massenspektrometern fin-
den sich bei Douglas et al. (2005) und Riter et al. (2006), Informationen zur ETD-
Fragmentierung finden sich bei Syka et al. (2004) und Mikesh et al. (2006).
1.2.2 Quadrupol-Time-of-Flight-Massenspektrometer
Beim Quadrupol-Time-of-Flight-Massenspektrometer (Q-TOF) werden die Ionen nach
der Ionisation in der Quelle durch eine Transferkapillare, Octopole, Linsen, einen Qua-
drupol und eine Kollisionskammer bis in den Time-of-Flight Teil des Massenspektro-
meters geleitet, siehe Abbildung 1.2 (Seite 4). Dort werden die Ionen durch einen Pu-
sher in einem orthogonalen Vektor beschleunigt und auf eine Flugbahn geleitet. Diese
Flugbahn führt bei modernen TOF-Geräten über einen Ionenspiegel (Reflektor), wel-









1 Transferkapillare 6 CI-Quelle
2 Skimmer 7 3D-Ionenfalle
3 Octopol mit Linse 8 Detektor
4 Sperrlinse
5 Transfer-Hexapol
Abbildung 1.1 – Schematischer Aufbau eines ETD 3D-Ionenfallen-Massenspektrometers
sung des Gerätes. Die Ionen treffen anschließend auf dem Detektor, auf was zu einem
elektrischen Signal führt. Dabei korreliert die Flugzeit der Ionen mit ihrem Masse-zu-
Ladungsverhältnis. Ionen mit einem kleinen Masse-zu-Ladungsverhältnis treffen hier-
bei früher am Detektor ein als Ionen mit einem großem Masse-zu-Ladungsverhältnis.
Bei MS-Experimenten ist der Quadrupol so eingestellt, dass alle Ionen durchgelassen
werden (RF-only mode) und vor der Kollisionskammer liegt keine Beschleunigungsspan-
nung an. Bei MS2-Experimenten wird der Quadrupol so eingestellt, dass nur Ionen in
einem bestimmten Masse-zu-Ladungs-Bereich ihn auf einer stabilen Flugbahn passieren
können. Anschließend werden die Ionen vor der Kollisionskammer mittels eines elek-
trischen Feldes beschleunigt und durch Kollision mit dem Kollisionsgas Stickstoff mit-
tels eines CID-Mechanismus fragmentiert. Die Fragment-Ionen werden anschließend im
Time-of-Flight-Massenanalysator gemessen. Vorteile des Q-TOF-Massenspektrometers
sind eine hohe Massengenauigkeit (∼5 ppm) und eine hohe Auflösung bei MS- und MS2-
Experimenten (in der Regel >10 000). Nachteilig gegenüber Ionenfallen ist die geringere
Sensitivität. Weitere Informationen finden sich unter anderem im Artikel von Morris
et al. (1996).
1.2.3 Triple-Quadrupol-Massenspektrometer
Bei Triple-Quadrupol-Massenspektrometern (3Q) sind zwei Quadrupol-Massenanalysa-
toren hintereinander geschaltet, zwischen denen sich eine Kollisionskammer befindet (sie-
he Abbildung 1.3, Seite 5). Die Quadrupole können dabei so geschaltet werden, dass
entweder alle oder nur Ionen mit einem bestimmten Masse-zu-Ladungs-Verhältnis sie
auf einer stabilen Flugbahn passieren können. So können die beiden Quadrupole als
Massenfilter mit unterschiedlichen Parametern genutzt werden.
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1 Transferkapillare 6 Pusher
2 Octopol 7 Flugrohr
3 Skimmer 8 Ionenspiegel
4 Quadrupol 9 Detektor
5 Kollisionskammer
(Hexapol)
Abbildung 1.2 – Schematischer Aufbau eines Q-TOF Massenspektrometers
Dies wird beim sogenannten Multiple Reaction Monitoring (MRM) (auch Single Re-
action Monitoring (SRM) genannt) angewandt. Der erste Quadrupol wird dabei auf
eine bestimmte Precursor-Ionen-Masse, zum Beispiel eines Peptids, eingestellt. Dieses
wird anschließend in der Kollisionskammer fragmentiert. Der zweite Quadrupol wird
so eingestellt, dass abwechselnd Ionen mit den Massen von Fragmenten dieses spezifi-
schen Peptids ihn passieren können. Somit erhält man am Detektor nur die Signale von
Fragmentmassen eines definierten Peptids. Dies bezeichnet man als Übergang. Durch
die Definition mehrerer Übergänge kann man so aus einer komplexen Probe mit hoher
Selektivität die gesuchten Peptide detektieren. Allerdings ergeben sich dabei keine MS-
und MS2-Spektren wie in Abbildung 1.4 (Seite 7), sondern Chromatogramm-Spuren für
die einzelnen Übergänge. Mit dieser Methodik kann man sehr gezielt Substanzen aus
komplexen Mischungen quantifizieren. Je nach Komplexität der Probe sind dafür aller-
dings aufgrund der relativ geringen Massengenauigkeit 4–8 Übergänge für eine selektive
4
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1 2 3 4 5 6 7
1 Transferkapillare 5 Kollisionskammer (Hexapol)
2 Octopol 6 Quadrupol 2
3 Skimmer 7 Detektor
4 Quadrupol 1
Abbildung 1.3 – Schematischer Aufbau eines Triple-Quadrupol-Massenspektrometers
Analyse notwendig. Da das Triple-Quadrupol-Massenspektrometer außerdem über einen
sehr großen linearen Messbereich verfügt, ist es ein beliebtes Instrument für quantitative
Messungen. In den letzten Jahren haben die Triple-Quadrupol-Massenspektrometer da-
her im Bereich der Quantitativen Proteomics an Bedeutung gewonnen (Barnidge et al.,
2003; Gerber et al., 2003; Lange et al., 2008). Weitere Information zu Triple-Quadrupol-
Massenspektrometern finden sich bei Yost und Enke (1978, 1979).
1.3 Qualitative Analyse von Proteinen
Die Analyse von Proteinen mittels Flüssigchromatographie (Liquid chromatography LC)
und Massenspektrometrie (LC-MS) kann prinzipiell mittels zwei verschiedener Strategi-
en erfolgen. Bei der Top-Down-Variante werden komplette Proteine oder Proteinkomple-
xe mittels Flüssigchromatographie und Elektrospray-Ionisations-Schnittstelle (LC-ESI)
im Massenspektrometer gemessen. Bei der Bottom-up-Variante hingegen werden die Pro-
teine vor der Messung im Massenspektrometer einem Proteaseverdau unterzogen, wo-
durch sie je nach Protease in spezifische Peptide gespalten werden. Diese Variante hat
gegenüber der Top-Down-Variante den Vorteil, dass sich zum einen die Datenauswer-
tung durch das Generieren spezifischer Peptide vereinfacht. Zum anderen ist die Chro-
matographie von Proteinen im Vergleich zu Peptiden problematischer, so besteht zum
Beispiel das Risiko einer Fällung der Proteine unter LC-Bedingungen. Außerdem ist
die chromatographische Auftrennung von Proteinen ist normalerweise schlechter als die
von Peptiden. Durch den proteolytischen Verdau bei der Bottom-Up-Variante kommt
es zwar zu Materialverlusten, diese werden jedoch durch die Vorteile aufgewogen. Die
Bottom-Up-Variante ist daher bei der Proteinanlytik mittels LC-MS vorherrschend.
1.3.1 Probenaufreinigung und Chromatographie
Aufgrund der Komplexität der biologischen Proben werden vor dem proteolytischen Ver-
dau ein oder mehrere Trenn- und Aufreinigungsschritte durchgeführt, um die Proben-
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komplexität zu reduzieren. Dies können zum Beispiel eine 1D- oder 2D-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE), eine Isoelektrische Fokussierung (IEF), eine Ionenaustauschchromatogra-
phie (zum Beispiel SCX), eine Größenausschlusschromatographie oder eine Immunoprä-
zipation sein. Ein Beispiel für die Arbeitsschritte der Proteinaufreinigung mittels 1D-
Gelelektrophorese nach Immunopräzipation ist in Abbildung 3.4 auf Seite 38 aufgeführt.
Die durch den proteolytischen Verdau gewonnenen Peptide werden anschließend in
einem High Performance liquid chromatography-System (HPLC) mittels einer Reversed-
phase-Chromatographie über ein C18-Chromatographiematerial ihrer Hydrophobizität
entsprechend zeitlich aufgetrennt. Dabei findet das Beladen der C18-Trennsäule norma-
lerweise unter Anwendung eines hydrophilen Lösungsmittels wie Wasser statt. Die Eluti-
on der Peptide von der Trennsäule wird in den meisten Methoden mittels eines steigenden
Gradienten eines hydrophoberen Lösungsmittels wie Acetonitril (ACN) oder Methanol
erreicht. Einen Überblick über die chromatographische Trennung mittels HPLC bietet
dabei das Review von LaCourse (2002).
1.3.2 Massenspektrometrie
Im Tandemmassenspektrometer erfolgt die Analyse der Peptide normalerweise im da-
tenabhängigen Modus in zwei Schritten, siehe Abbildung 1.4 (Seite 7). Im ersten Schritt
wird ein MS-Spektrum aufgenommen. Dabei werden die Peptide im ersten Massenanaly-
sator und in der Kollisionszelle nicht fragmentiert und passieren diese ungehindert. An-
hand des aufgenommenen MS-Massenspektrums wird anschließend unter anderem der
Ladungszustand der intensivsten Signale bestimmt und aufgrund von in der Software
des Massenspektrometers festgelegten Kriterien Peptide für folgende MS2-Experimente
ausgewählt. Im Massenspektrum wird die Signalintensität gegenüber dem Masse-zu-
Landungsverhältnis der Peptid-Ionen aufgetragen.
Der Ladungszustand lässt sich dabei mit Hilfe des natürlich vorhandenen Verhältnisses
von 1,1 % 13C-Kohlenstoff in der Probe im MS-Spektrum erkennen. Durch den Einbau
des Isotops ergeben sich Peptidspezies, welche ein oder mehrere 13C-Kohlenstoffe ent-
halten. Da diese eine um 1 Da höhere Masse haben, kann man im Spektrum anhand
des Abstandes der Isotopenpeaks den Ladungszustand der Peptid-Ionen ablesen (Ab-
bildung 1.5, Seite 8). Anschließend wird eine in der Software festgelegte Anzahl von
MS2-Experimenten durchgeführt. Bei diesen wird das im MS detektierte Peptid im ers-
ten Massenanalysator selektiert. Hierbei werden nur Ionen in einem bestimmten Masse-
zu-Ladungs-Bereich durch den ersten Massenanalysator gelassen bzw. bei Ionenfallen
dort isoliert. Anschließend wird durch Fragmentierung mittels CID oder einer anderen
Fragmentierungsmethode das Peptid in Bruchstücke gespalten. Diese werden dann im
zweiten Massenanalysator gemessen.
1.3.3 Datenanalyse
Aus den im Massenspektrometer gemessenen Peptidmassen und den Massen der Peptid-
fragmente lassen sich in der Datenanalyse anschließend partielle Sequenzinformationen
ableiten, durch welche das Peptid identifiziert werden kann. Die Benennung der Pep-
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 
HPLC-System
Tandem Massenspektrometer
Abbildung 1.4 – Ablauf der Proteinanalyse mittels LC-MS/MS, 1. Schritt: Erfassen des
Massenspektrums der vollständigen Peptide; 2. Schritt: Isolierung eines
Peptids und Erfassen seines Fragmentspektrums
tidfragmente folgt dabei einer Nomenklatur, welche von Roepstorff und Fohlman (1984)
vorgeschlagen wurde und welche meist in vereinfachter Form nach Biemann (1990) ver-
wendet wird. Das Schema der Nomenklatur ist in Abbildung 1.6 (Seite 8) abgebildet. Bei
der Fragmentierung durch CID treten vorwiegend Fragmente als b- und y-Ionen auf, bei
der ECD- und ETD-Fragmentierung c- und z-Ionen. Da die Fragmentierung des Peptid-
grundgerüsts an verschiedenen Bindungen stattfindet, treten im MS2-Spektrum Serien
von Fragment-Ionen auf. Diese können je nach Zusammensetzung des Peptids mehr oder
weniger ausgeprägt sein.
Die Serien der Fragment-Ionen enthalten Informationen über die Peptidsequenz, da die
Massendifferenzen zwischen den einzelnen Fragmenten einer Serie den Massen einzelner































Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 743.5 744 744.5 745 745.5 746 746.5 747 747.5 748 748.5 
Δ m/z = 0.33
Δ m/z = 0.33
z = 3
Abbildung 1.5 – Bestimmung des Ladungszustandes aus dem MS1-Spektrum, durch das
Isotopenmuster des 13C-Kohlenstoffes und dem Abstand der Isotopen-

















Abbildung 1.6 – Nomenklatur für Peptidfragmente nach Biemann (1990); die Fragmente
durch Spaltung nach der zweiten Aminosäure werden in Richtung N-
Terminus mit a2, b2, c2 in Richtung C-Terminus mit x2, y2, z2 bezeichnet.
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Abbildung 1.7 – Sequenzinformation im MS2-Spektrum, die Sequenz entspricht den
Massendifferenzen der Aminosäuren in einer b- oder y-Ionenreihe im
Fragmentspektrum (die blaue Raute im Spektrum zeigt die Position des
fragmentierten Percursors an).
De-Novo-Sequenzierung Teile der Aminosäuresequenz der Peptide bestimmen, siehe Ab-
bildung 1.7. Alternativ lassen sich Sequenzinformationen durch den Abgleich mit Prote-
indatenbanken wie zum Beispiel Swissprot oder NCBI bestimmten Peptiden zuordnen.
Da viele Proteine spezifische Peptide besitzen, können somit auch die entsprechenden
Proteine identifiziert werden. Die Software geht dabei von einer bekannten Proteinse-
quenz aus, welche in silico verdaut wird, um mögliche Peptide zu bestimmen. Die Massen
dieser theoretischen Peptide und die daraus berechneten Fragmentspektren werden an-
schließend mit den gemessenen Daten über die Masse im Massenspektrum (Henzel et al.,
1993; Mann et al., 1993; Yates et al., 1993; Pappin et al., 1993; James et al., 1993) und
die Fragmente im Fragmentspektrum (Eng et al., 1994) abgeglichen.
Für die Datenbanksuche und die De-Novo-Sequenzierung werden die vom Massenspek-
trometer aufgenommenen Rohdaten normalerweise vorprozessiert. Diese Vorprozessie-
rung beinhaltet mehrere Schritte. Bei der für diese Arbeit verwendeten Software Mascot
Distiller beinhaltet diese Vorprozessierung vier Schritte, siehe Abbildungen 1.8 und 1.9
(Seiten 10 und 11).
Als erster Schritt erfolgt dabei eine Peakerkennung, bei welcher anhand der Isoto-
penmuster im MS-Spektrum zusammengehörende Spektren eines Peptids identifiziert
werden. Im zweiten Schritt erfolgt anschließend eine Deisotopisierung. Dabei werden die
9
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Isotopenpeaks auf das monoisotopische Signal hinzugerechnet. Im dritten Schritt erfolgt
dann die Mittelwertbestimmung (Centroiding) der monoisotopischen Masse. Dabei wird
das m/z-Verhältnis des Peaks über den Peakverlauf gemittelt. Dieser m/z-Wert wird in
den vorprozessierten Daten als Peptidmasse für die Datenbanksuche gesetzt. Im vierten
Schritt werden zusätzlich optional die MS/MS-Spektren des gleichen Precursors aufsum-
miert, um ein besseres Signal-Rausch-Verhältnis zu bekommen.
Wenn Aminosäuren durch kovalente Modifikationen wie zum Beispiel Methylierung oder
Phosphorylierung verändert wurden, so können diese ebenfalls aufgrund bestimmter
Massendifferenzen identifiziert werden. Eine Übersicht über die Proteinanalytik mittels
LC-MS auch in Bezug auf die Analyse von posttranslationalen Modifikationen bieten die
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 

























Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 




mit Hilfe der peakspezifischen
Isotopenmuster
Abbildung 1.8 – Prozessierung der Massenspektrometrie Rohdaten Teil 1; In der Software
Mascot Distiller wird zuerst eine Peakerkennung durchgeführt (A).
1.4 Quantitative Analyse von Proteinen
Da mit Massenspektrometern keine absoluten Messwerte aufgenommen werden können,
ist es für die quantitative Analyse notwendig, Proben immer im Vergleich zu einer Re-
ferenz zu messen. Diese Referenz kann als interner Standard oder externer Standard
gemessen werden. Der interne Standard wird dabei gleichzeitig mit dem Analyten in
einem Messlauf, der externe Standard hingegen in einer separaten Messung gemessen.
Je nach Methode unterscheidet sich dabei die Probenvorbereitung. In Abbildung 1.10
(Seite 12) sind die Arbeitsabläufe verschiedener Quantifizierungsmethoden mittels Mas-
10
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Abbildung 1.9 – Prozessierung der Massenspektrometrie Rohdaten Teil 2; Im Anschluss
an die Peakerkennung werden die Peaks Deisotopisiert (B), es wird eine
Mittelwertbestimmung (Centroiding) durchgeführt (C), Optional werden
die Fragmentspektren der Peaks addiert (D).
senspektrometrie dargestellt. Gewellte Pfeile stehen dabei für parallel durchgeführte Ar-
beitsschritte, bei welchen es zu Abweichungen der Bedingungen kommen kann.
Eine Übersicht über die verschiedenen Ansätze zu Quantitativen Proteomics bieten die





















Abbildung 1.10 – Arbeitsabläufe verschiedener Quantifizierungsmethoden mittels Mas-
senspektrometrie; gewellte Pfeile: mögliche Störfaktoren bei der Quan-
tifizierung; gestrichelter Pfeil: möglicher Schritt
1.4.1 Relative und absolute Quantifizierung
Bei der relativen Quantifizierung wird der Unterschied von Probe zu Probe oder zur Refe-
renz betrachtet. Die absolute Menge an Probe oder Referenz ist dabei nicht bekannt. Bei
der absoluten Quantifizierung hingegen wird die absolute Menge an Referenz durch ein
anderes Messverfahren bestimmt. Dadurch kann bei der LC-MS-Messung ebenfalls die
absolute Menge an Probe bestimmt werden. Die meisten der folgenden Verfahren werden
normalerweise für die relative Quantifizierung verwendet. Bei der labelfreien Quantifizie-
rung und den Verfahren iTRAQ und AQUA, siehe Abschnitte 1.4.2, 1.4.5 und 1.4.7, ist
die absolute Quantifizierung der Probe durch die Zugabe genormter Standards möglich.
1.4.2 Labelfreie Quantifizierung
Die einfachste Form des Quantifizierens mittels Massenspektrometrie stellt das soge-
nannte labelfreie Quantifizieren dar. Dabei werden sowohl die Probe, als auch die Re-
ferenz in zwei getrennten LC-MS-Läufen hintereinander gemessen. Die Quantifizierung
erfolgt durch das Quantifizieren der Peakflächen (intensity based quantification) oder
durch das Zählen der MS/MS–Spektren (spectral counting) der Peptide eines Prote-
ins. Das Quantifizieren über die Peakflächen erfolgt über das Erstellen eines Extracted
Ion-Chromatogrammes (EIC) des entsprechenden Peptids in Referenz und Probe. An-
schließend wird die Fläche des Peaks durch Integration ermittelt (Area under curve
AUC) und das Verhältnis der Flächen von Referenz und Probe ermittelt (Bondarenko
et al., 2002). Das Ergebnis der Messung hängt allerdings stark von der Reproduzier-
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barkeit der gesamten Probenvorbereitung und der beiden LC-Läufe ab. Daher wird als
alternative Methode zur Quantifizierung bei größeren proteomischen Ansätzen das Zäh-
len von MS/MS-Spektren zur Quantifizierung verwendet (Gao et al., 2003; Liu et al.,
2004). Dabei werden die MS/MS-Spektren, bei welchen eine Peptid-Identifikation über
die Datenbanksuche möglich war, gezählt. Die so gewonnen Daten werden anschließend
über mathematische Methoden ausgewertet. Diese Methode zeigt eine hohe Korrelation
der experimentellen Werte im Vergleich zum Quantifizieren über die Peakflächen sowohl
beim labelfreien Quantifizieren (Old et al., 2005) als auch beim Quantifizieren mit Iso-
topenlabeling (Zybailov et al., 2005). Eine weitere Methode für die labelfreie absolute
Quantifizierung ist die Bestimmung des Exponentially modified PAI (emPAI = 10P AI −1)
(Ishihama et al., 2005). Der Protein abundance index (PAI) ist als die Anzahl identifi-
zierter Peptide dividiert durch die Anzahl theoretisch beobachtbarer tryptischer Peptide
definiert (Rappsilber et al., 2002). Der emPAI kann dabei mit einer vorher absolut be-
stimmten Proteinmenge korreliert werden. Einen Überblick über das Themengebiet der
labelfreien Quantifizierung bietet das Review von Zhu et al. (2010).
1.4.3 Quantifizierung mittels stabiler Isotope
Aufgrund der Probleme beim labelfreien Quantifizieren wurden verschiedene Methoden
entwickelt, welche es möglich machen, zwei oder mehrere Proben gleichzeitig in einem
LC-MS Lauf zu messen und zu quantifizieren. Dazu werden die verschiedenen Proben
oder die Referenz durch eine Massendifferenz markiert (Labeling). Somit können sie
im MS- oder MS2-Spektrum unterschieden und quantifiziert werden. Die verschiedenen
Methoden unterscheiden sich darin, wann die Massenmarkierung bei der Probenvor-
bereitung eingebaut wird, und ob diese durch eine chemische Modifikation des Prote-
ins/Peptids oder durch den Einbau von stabilen Isotopen bestimmer Elemente verursacht
wird.
1.4.4 Metabolisches Labeling mit stabilen Isotopen
Beim Labeling von Proben mit stabilen Isotopen wird eine Probe mit Atomen versetzt,
welche stabile Isotope der Elemente Kohlenstoff, Sauerstoff, Stickstoff oder Wasserstoff
enthalten. Dabei werden jedoch bevorzugt Kohlenstoff, Sauerstoff und Stickstoff verwen-
det, da Deuterium bei der Flüssigkeitschromatographie zu einer Retentionszeitverschie-
bung führen kann. Die Methoden lassen sich weiter in metabolisches und chemisches La-
beling unterscheiden. Beim metabolischen Labeling werden die schweren Isotope durch
die Zugabe entsprechend isotopenmarkierter Aminosäuren in vivo in die Probe inte-
griert. Dies bietet den Vorteil, dass man die Proben direkt nach der Zellernte vereinen
kann und sämtliche Aufbereitungsschritte für die Proben dann in einem Ansatz durch-
geführt werden können. Schwankungen in der Quantifizierung, die durch Abweichungen
in der Probenvorbereitung entstehen, werden so ausgeschlossen. Allerdings kann es sich




Stable isotope labeling by amino acids in cell culture (SILAC)
Stable isotope labeling by amino acids in cell culture (SILAC) ist vermutlich die derzeit
am häufigsten verwendete Methode des Labelings mit stabilen Isotopen. Zum Labeling
werden den Zellen oder Organismen Nährstoffe zugeführt, welchen essentielle Aminosäu-
ren wie zum Beispiel Arginin und Lysin fehlen. SILAC wird in dieser Form vor allem
bei tierischen Zellen und Tieren angewendet, da diese die entsprechenden Aminosäuren
nicht selbst synthetisieren können. Mittlerweile ist es gelungen, z.B. Mäuse vollständig
durch eine entsprechende Diät mit der SILAC-Methode zu labeln (Kruger et al., 2008).
Bei der einen Probe werden zusätzlich normales Arginin und Lysin hinzugegeben, bei
der anderen Probe Arginin und Lysin, bei welchen die schweren stabilen Isotopen einge-
baut sind. Erste Varianten von SILAC verwendeten dabei noch Deuterium (Ong et al.,
2002). Bei neueren Varianten sind aufgrund der erwähnten Problematik mit Deuteri-
um die Kohlenstoffatome von Arginin und Lysin durch 6 13C-Kohlenstoffatome ersetzt
(Ong et al., 2003). Daneben besteht die Möglichkeit, zusätzlich die Stickstoffatome durch
15N-Stickstoff zu ersetzen, so dass ein Massenunterschied von 10 Da pro Peptid entsteht.
Nach diversen Zellteilungen bzw. Generationen sind die Proteine der einen Probe fast
vollständig mit den schweren Varianten von Arginin und Lysin versehen. Der Prote-
inverdau findet anschließend mit Trypsin statt. Da dieses das Protein C-Terminal von
Arginin und Lysin spaltet, hat jedes Peptid der schweren Variante im Vergleich zur leich-
ten Variante einen Abstand von 6 Da beziehungsweise 10 Da, siehe Abbildung 1.11 auf
der nächsten Seite. Dies vereinfacht die Datenanalyse im Vergleich zum 15N-Labeling er-
heblich. Problematisch bei SILAC ist jedoch die intrazelluläre Umwandlung von Arginin
zu Prolin, was zu einer teilweisen Verschiebung des Labels führen kann. Dies kann jedoch
durch Zugabe von Arginin mit 4 15N-Atomen zur leichten Probe ausgeglichen werden
(Van Hoof et al., 2007). Eine weitere Variante von SILAC stellt Absolute SILAC dar.
Dabei wird mittels metabolischem Labeling ein isotopenmarkierter Proteinstandard er-
zeugt. Dieser wird dann der Probe vor den Aufreinigungsschritten hinzugegeben (Hanke
et al., 2008). SILAC ist grundsätzlich auch bei Pflanzen möglich, wie von Gruhler et al.
(2005) gezeigt wurde. Da diese jedoch alle Aminosäuren selbst synthetisieren können,
kann der Einbau des Labels problematisch und damit die Labelingrate geringer sein.
Weitere Informationen zu SILAC bietet die Literatur von Ong und Mann (2006); Mann
(2006).
15N-Labeling
Das Metabolische Labeling mit 15N folgt ähnlichen Prinzipien wie SILAC. Dabei werden
bei der schweren Probe jedoch nicht nur bestimmte, sondern alle Aminosäuren mit 15N-
Stickstoff versehen, siehe Abbildung 1.12 auf der nächsten Seite. Dies bewirkt, dass
die Massendifferenzen zwischen leichter und schwerer Probe je nach Peptidsequenz und
-länge schwanken können, was die Datenauswertung erschwert. Weiter Informationen
zum Thema 15N-Labeling finden sich in der Einleitung zu Kapitel 9 ab Seite 125 in
dieser Arbeit.
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Abbildung 1.11 – SILAC-Labeling nach (Ong et al., 2003), 13C-Kohlenstoff in der gela-



































Abbildung 1.12 – 15N-Labeling, 15N-Stickstoff in der gelabelten Variante des Peptids
1.4.5 Chemisches Labeling mit stabilen Isotopen
Neben den Methoden zum metabolischen Labeling existieren auch Varianten, welche
Proteine nach der Aufreinigung und Peptide, während oder nach dem proteolytischen
Verdau durch chemische und enzymatische Reaktionen, mit stabilen Isotopen markieren
können. Die verschiedenen Methoden werden dazu zum Markieren bestimmter chemi-
scher Gruppen verwendet, siehe Abbildung 1.13 auf der nächsten Seite.
Isotope-coded affinity tags (ICAT)
Beim Labeling mit Isotope-coded affinity tags werden die zu markierenden Proteine der
verschiedenen Proben nach der Reduzierung einmal mit der leichten und einmal mit
der schweren Variante des ICAT-Reagenz versetzt. Dieses besteht aus drei strukturellen
Einheiten, welche zusammen die Markierung (Tag) bilden. An einem Ende des Moleküls
befindet sich eine Iodacetamid-Gruppe welche spezifisch mit den reduzierten Thiolen der
Aminosäure Cystein der Proteine reagiert. An diese knüpft ein Verbindungsstück aus
4,7,10–Trioxa–1,13–Tridecan-Diamin an, welches bei der leichten Variante unverändert











































1 ICPL, iTRAQ, TMT 4 säurekatalysiertes 18O-Labeling
2 ICAT 5 enzymatisches 18O-Labeling
3 PhIAT, PhIST
Abbildung 1.13 – Ansatzpunkte verschiedener Methoden des chemischen Labelings mit
stabilen Isotopen
auf Seite 17. An dieses schließt das Amid des Biotins an, welches für die Aufreinigung
verwendet wird. Nach dem Labeling mit dem Reagenz werden die Proben kombiniert
und enzymatisch verdaut. Bei den entstandenen Peptiden sind nun diejenigen, welche
Cystein enthalten, markiert. Diese Peptide werden über eine Avidin-Affinitätschromato-
graphie angereichert. Avidin ist ein Protein, welches 4 Biotine binden kann. Nach der
Anreicherung werden die isolierten Peptide über LC-MS aufgetrennt und analysiert. Da-
bei kann man aufgrund des Massenunterschiedes zwischen der leichten und der schweren
Variante des addierten Tags die beiden Proben relativ quantifizieren (Gygi et al., 1999).
Da das ursprüngliche Reagenz durch Deuterium zu Retentionszeitverschiebungen führt
und außerdem schlechtere Fragmentspektren der Peptide verursacht, wurden Reagenzien
entwickelt, welche an Festphasen gekoppelt und photolytisch spaltbar sind (Zhou et al.,
2002). Eine weitere Verbesserung stellt ein mit 13C-Kohlenstoff gelabelter Marker dar,
dessen Biotingruppe nach der Affinitätsaufreinigung abspaltbar ist (cICAT) (Hansen
et al., 2003). Mit der Methode sind nur cysteinhaltige Peptide quantifizierbar.
Isotope-coded protein labels (ICPL)
Beim Labeling von Peptiden mit Isotope-coded protein labels werden diese mit Hilfe des
N-Hydroxysuccinimid-Esters der Nicotinsäure an den Aminogruppen markiert. Bei der
Nikotinsäure sind bei der schweren Variante des Tags die Wasserstoffatome durch Deute-
rium und bei der 4-Plex-Variante zusätzlich die Kohlenstoffatome durch 13C-Kohlenstoff
ersetzt, siehe Abbildung 1.15 auf Seite 17. Die Quantifizierung erfolgt auf der Ebene des
MS-Spektrums (Schmidt et al., 2005).
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Biotin isotopenmarkierter Verbindungsbereich (Linker) Thiolreaktive
Gruppe
leichtes Reagenz d0–ICAT (X=Protium)
schweres Reagenz d8–ICAT (X=Deuterium)
Abbildung 1.14 – Aufbau des ICAT-Massentags; Das Tag wird mit Hilfe der thiolreaktiven
Gruppe an Cysteine addiert. Durch das unterschliedliche Labeling des
Verbindungsbereiches wird die Massendifferenz des leichten und schwe-
ren Tags erzeugt, mit Hilfe der Biotin-Gruppe können die markierten















Abbildung 1.15 – Aufbau des ICPL-Massentags (2-plex); Bei der 4-plex-Variante sind zu-
sätzlich die Kohlenstoff-Atome des Pyridin-Ringes isotopenmarkiert
17
1 Einleitung
Isobaric tags for relative and absolute quantitation (iTRAQ)
Bei der Isobaric tags for relative and absolute quantitation-Methode (iTRAQ) werden
isobare Tags verwendet, um die Peptide nach dem Verdau selektiv an den Aminogrup-
pen N-Terminal und an Lysin zu labeln. Der Tag setzt sich bei dieser Methode aus zwei
strukturellen Einheiten zusammen, siehe Abbildung 1.16 auf Seite 18. Für die Bildung
des Amids mit der zu markierenden Aminogruppe wird ein N-Hydroxysuccinimid-ester
der Essigsäure verwendet. N-Hydroxysuccinimid aktiviert dabei den Ester und fördert
so die Amidierungsreaktion. Die Essigsäure ist wiederum an N-Methyl-Piperazin gekop-
pelt. Durch Kombination von 13C-, 15N- und 18O-Atomen des N,N-Dimethylpiperazin-
Restes und der Carbonylfunktion werden isobare Tags geschaffen. Diese besitzen in der
Summe die gleiche Masse, daher fallen die Massen der verschieden gelabelten Pepti-
de im MS-Spektrum zusammen. Im MS2-Spektrum findet eine Spaltung zwischen der
Carbonylgruppe (Ausgleichsgruppe) und der N,N-Dimetyhlpiperazin-Einheit (Reporter-
gruppe) statt. Nach dieser Spaltung lassen sich dann die verschiedenen Reportergruppen
auseinander halten und sich somit mit MS2-Spektrum quantifizieren (Ross et al., 2004).



















m/z 114 (+1) 13C 13C 18O (+3)
m/z 115 (+2) 13C2 18O (+2)
m/z 116 (+3) 13C2 15N 13C (+1)
m/z 117 (+4) 13C3 15N (+0)
Abbildung 1.16 – Aufbau des iTRAQ-Massentags (4-plex); Nach Koppelung an Amino-
gruppen besitzen die Tags durch die in der Summe von Reporter- und
Ausgleichsgruppe gleich vorhandenen schweren Isotope die gleiche Mas-
se. Erst im Fragmentspektrum findet die Spaltung statt und die ver-
schiedenen Proben lassen sich im Fragmentspektrum in der sogenannten
Reporter-Region, m/z-Bereich (114–117), quantifizieren.
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kann (4-plex und 8-plex) und sich die Fragmentspektren der einzelnen Proben bis auf die
Reporterionen gleich verhalten. Im Gegensatz zu den anderen Quantifizierungsmethoden
erfolgt die Quantifizierung im MS/MS–Spektrum. Dort finden sich dann im m/z-Bereich
114–117 die Reporterionen der verschiedenen Tags, welche quantifiziert werden. Aller-
dings ist gleichzeitig eine gute chromatographische Auftrennung erforderlich, da sonst
Tags von anderen Peptiden in das MS2-Spektrum gelangen und die Quantifizierung ver-
fälschen können.
Tandem mass tags (TMT)
Die Tandem mass tags-Methode (TMT) ähnelt stark der iTRAQ-Methode. Auch hier
werden eine Reportergruppe und eine Ausgleichsgruppe im Tag verwendet. In der ersten
und zweiten Generation bestanden diese im Gegensatz zu iTRAQ aus deuteriumgelabel-
ten Aminosäuren. Prolin zwischen der Reporter- und der Ausgleichsgruppe diente dabei
als Fragmentierungsverstärker (Thompson et al., 2003). In der 6-Plex-Variante beste-
hen die Tags aus dem N-Hydroxysuccinimid-Ester der 3-Amino-n-Propansäure, welcher
mit N-Acetyl-2,6-Dimetyl-Piperidin amidiert ist. Das N-Methyl-2,6-Dimethyl-Piperidin
dient dabei als Reporter-Ion, die Säure als Massenausgleichsgruppe. Das Labeling findet
dabei wie bei iTRAQ mit 13C- und 15N-Atomen statt (Dayon et al., 2008). TMT und
iTRAQ sind sich daher sehr ähnlich.
Die Tabelle 1.1 auf Seite 20 bietet eine Übersicht über die Vor- und Nachteile der ver-
schiedenen Methoden des Labelings mit stabilen Isotopen.
18O-Labeling
18O-Labeling wird zum Labeling von Peptiden während oder nach dem proteolytischen
Verdau verwendet. Dabei gibt es zwei unterschiedliche Varianten. Beim enzymkataly-
sierten 18O-Labeling werden nur die beiden Sauerstoffatome der Carboxylgruppe am
C-Terminus durch schwere Varianten ausgetauscht. Bei der säurekatalysierten Variante
hingegen werden zusätzlich auch die Sauerstoffatome der Carboxylgruppen der Aspa-
raginsäure und Glutaminsäure ausgetauscht, siehe Abbildung 1.13. Weitere Details zum
18O-Labeling finden sich in der Einleitung von Kapitel 10 ab Seite 141.
1.4.6 Phosphorylierungsspezifisches Labeling
Neben den chemischen Labeling-Methoden für Amino- (iTRAQ, TMT), Carboxy- (18O)
und Thiolgruppen (ICAT) existieren auch Labeling-Varianten, welche sich die Phospho-
rylierung als posttranslationale Modifikation zunutze machen. So wurden von Weckwerth
et al. (2000) Phosphopeptide nach dem Verdau und β-Eliminierung der Phosphatgrup-
pe an Serin und Threonin durch 5 M NaOH (50 ○C 3 h) mit Ethanthiol gelabelt. Bei
der schweren Variante ist dabei der Ethanthiol mit 5 Deuterium Atomen markiert. Auf












































































































































































































































































































































1.4 Quantitative Analyse von Proteinen
welche auch Anleihen bei ICAT nehmen. Die Phosphoprotein isotope-coded affinity tag-
Methode (PhIAT) verwendet ebenfalls die β-Emininierung durch NaOH mit Anschließen-
der Addition eines Thiols. Allerdings wird dabei Ethan-1,2-Dithiol in ungelabelter und
deuterium-markierter Variante verwendet. An die freie Thiol-Gruppe wird anschließend
(+)-Biotinyl-Iodoacetamid-3,6-Dioxaoctandiamin gekoppelt, welches wie bei ICAT zur
Avidin-Anreicherung verwendet wird (Goshe et al., 2001). Die Phosphoprotein isotope-
coded solid-phase tag-Methode (PhIST) stellt eine Erweiterung der PhIAT-Methode dar.
Sie ist dabei an die Festphasen-ICAT-Methode von Zhou et al. (2002) angelehnt. An
Phosphoserine und -threonine wird dabei nach der β-Eliminierung Ethan-1,2-Dithiol
addiert. Die freie Thiolgruppe wird anschließend mit dem Reagenz der Festphasen-ICAT-
Methode gekoppelt (Qian et al., 2003).
1.4.7 Absolute Quantifizierung mit Peptidstandards (AQUA)
Ein Konzept für die Quantifizierung biogener Peptide mittels Peptidstandards wurde
erstmals von Desiderio und Kai (1983) mit 18O-gelabelten Peptiden und Detektion
mittels Feld-Desorptions-Massenspektrometrie angewendet. Für die Quantifizierung von
Proteinen wurde durch Barnidge et al. (2003) eine Methode mit deuterium-markierten
Peptiden und einer Quantifizierung durch Multiple reaction monitoring mit einem Triple-
Quadrupol-Massenspektrometer verwendet.
Der heute zumeist verwendete Ansatz wurde von Gerber et al. (2003) publiziert. Dabei
werden mit den stabilen Isotopen 13C- und 15N-gelabelte synthetische tryptische Peptide
für die Quantifizierung von posttranslational modifizierten und unmodifizierten Protei-
nen verwendet. Zuerst werden aus dem zu quantifizierenden Protein nach Trypsinverdau
und LC-MS/MS Messung oder durch in silico Verdau geeignete Peptidkandidaten iden-
tifiziert. Diese Peptide werden anschließend synthetisiert, wobei eine Aminosäure mit
den schweren Isotopen markiert ist (AQUA-Peptid). Von diesem Peptid wird auch die
Stoffmenge mittels Aminosäureanalyse (Cohen und Strydom, 1988) ermittelt. Ausge-
hend von den MS2-Spektren der Peptide werden im folgenden MRM-Übergänge für die
intensivsten Fragmentionen von dem ungelabelten und gelabelten Peptid definiert. Für
das eigentliche Experiment werden die Proteine nach der Zellernte und der Aufreini-
gung mittels SDS-PAGE vor dem trypsischen Verdau mit dem AQUA-Peptid versetzt.
Die Peptidmischung wird anschließend mit der MRM-Methode am Triple-Quadrupol-
Massenspektrometer gemessen. Dabei werden die gleichen Übergänge von leichtem und
schwerem Peptid miteinander verglichen. Da die Stoffmenge an synthetischen Peptid
bekannt ist, kann man anschließend über die Integration der Peakflächen die absolute
Menge an gemessenem Proben-Peptid und damit auch an Proben-Protein ermitteln.
1.4.8 Quantifizierung mittels Massenspektrometrie mit induktiv
gekoppeltem Plasma (ICP-MS)
Einen Spezialfall stellt die absolute Quantifizierung mittels Massenspektrometrie mit
induktiv gekoppeltem Plasma (Inductively coupled plasma mass spectrometry ICP-MS)
dar. Dabei handelt es sich um Sektorfeld- oder Quadrupol-Massenspektrometer, welche
21
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eine Ionenquelle besitzen, in der Argon-Gas induktiv bis zum Plasmazustand erhitzt
wird. In dieses werden die Analyten per LC injiziert. Dabei werden diese pyrolytisch
in ihre Atome gespalten und diese ionisiert. Dadurch lassen sich bestimmte Atome wie
zum Bespiel Schwefel oder Phosphor gezielt messen. Dies ermöglicht durch Referenzlö-
sungen der Elemente eine absolute Quantifizierung dieser Atome. Die Signalintensität
im ICP-MS hängt dabei direkt von der absoluten Menge des Elementes ab und wird
nicht durch die Struktur des Analyten beeinflusst, wie es bei der ESI-MS von Pepti-
den der Fall ist. Somit bietet die ICP-MS die Möglichkeit, Peptide und Proteine über
den enthaltenen Schwefel absolut zu quantifizieren. Bei der Analyse von 31P-Phosphor
(Wind et al., 2001a; Becker et al., 2003) und 32S-Schwefel (Wind et al., 2001b) kann es
allerdings zu isobaren Interferenzen mit Stickoxiden kommen. Diese Interferenzen ma-
chen bei der ICP-MS-Analyse dieser Elemente die Verwendung eines hochauflösenden
Massenanalysators notwendig. Da bei der Pyrolyse die Peptide zerstört werden und da-
mit auch deren Sequenzinformationen verloren gehen, wird die Analyse mittels ICP-MS
oftmals mit der Analyse eines Tandemmassenspektrometers kombiniert. Dies kann zum
Beispiel über eine gemeinsame Flüssigchromatografie und eine Aufteilung der Analyten
auf beide Massenspektrometer oder durch Messung einer Gelbande aus einer SDS-PAGE
mit den verschiedenen Methoden erfolgen.
Metal-coded affinity tag (MeCAT)
Metal-coded affinity tags kombinieren das Labeling von thiolhaltigen Gruppen an Cy-
steinen mit der Möglichkeit, Metallionen selektiv am ICP-MS zu messen. Das Massen-
tag besteht dabei aus einer thiolspezifischen Gruppe, einem Abstandstück und 1,4,7,10-
Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-Tetraessigsäure als Chelatkomplexbildner für dreiwertige
Lanthanid-Ionen, siehe Abbildung 1.17 auf der nächsten Seite. Bei Verwendung diverser
Lanthanidmetalle bei der Chelatierung ist es somit möglich, Tags mit unterschiedlichen
Massen zu erzeugen (Whetstone et al., 2004). Durch den Einsatz dieser unterschiedlichen
Tags können unterschiedliche Proben im ICP-MS nebeneinander absolut quantifiziert
werden (Ahrends et al., 2007). Die Vorteile bei der Quantifizierung über Lanthanidme-
talle liegen dabei in einer besseren Empfindlichkeit bei der Analyse, welche aufgrund
eines niedrigeren Hintergrundrauschens durch die geringe natürliche Konzentration an
Lanthanoiden im Vergleich zu Schwefel und Phosphor zustande kommt. Neuere Varian-
ten des Tags verwenden aufgrund weniger Nebenreaktionen ein Iodessigsäureamid als
thiolspezifische Gruppe (Schwarz et al., 2011).
Einen Überblick über die Quantifizierung von Proteinen mittels ICP-MS bieten die Re-
views von Sanz-Medel (2010) und Wang et al. (2010).
1.5 Phosphorylierung von Proteinen
1.5.1 Vorkommen und biologische Bedeutung
Als posttranslationale Modifikationen (PTM) werden alle kovalenten Modifizierungen
von Proteinen nach ihrer Proteinbiosynthese in der Zelle bezeichnet. Eine wichtige Grup-
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Abbildung 1.17 – Aufbau des MeCAT-Massentags; Die MeCAT-Massentags besitzen
einen Makrozyklus als Chelatbildner für die Bindung von Lanthanid-
Metallionen, welche als Label für die jeweilige Probe dienen. Dieser
Makrozyklus ist über eine Abstandsgruppe mit einer reaktiven Grup-
pe mit Thiolspezifität verbunden. An dieser findet die Kopplung mit
Cystein statt. MeCAT-Reagenzien der 2. Generation besitzen hierbei
eine Iodacetamid-Gruppe, welche weniger Nebenreaktionen verursacht
als die Maleimido-Gruppe der ersten Generation des Tags.
pe stellt dabei das reversible Hinzufügen von funktionellen Gruppen an bestimme Ami-
nosäuren dar. Dies umfasst neben der Phosphorylierung auch Modifikationen wie Ace-
tylierung, Formylierung, Glykosylierung, Methylierung, Ubiquitinierung sowie weitere
Modifikationen. Unter den genannten Modifikationen stellt die Phosphorylierung nach
bisherigen Erkenntnissen die Häufigste dar. So wurden im Verlauf des Sequenzierung
des humanen Genoms 518 Gene für Proteinkinasen (Manning et al., 2002) und für 214
Proteinphosphatasen (Mueller et al., 2007) entdeckt. Es wird angenommen, dass im zel-
lulären Proteom mehr als 500 000 Phosphorylierungsstellen existieren (Lemeer und Heck,
2009). Die Proteinphosphorylierung dient dabei der Signalisierung vieler verschiedener
Zellprozesse wie zum Beispiel der interzellulären Kommunikation, dem Zellwachstum,
der Proliferation, der Differenzierung und der Apoptose (Hunter, 2000; Blume-Jensen
und Hunter, 2001). Auch für die Funktionsweise der circadianen Uhr ist die Protein-
phosphorylierung von entscheidender Bedeutung, siehe Abschnitt 1.6.
Die Phosphorylierung kann dabei verschiedene Eigenschaften eines Proteins wie zum
Bespiel die Proteinfaltung, seine enzymatische Aktivität, die Lokalisierung in der Zelle
oder seinen Abbau von Bedeutung sein. Fehlfunktionen bei der Proteinphosphorylierung
können daher zur Enstehung verschiedener Krankheiten wie Krebs oder Diabetes führen
(Clevenger, 2004). Obwohl angekommen wird, dass mehr als 30–50 % aller Proteine zu
einem Zeitpunkt ihrer Existenz phosphoryliert sind (Hubbard und Cohen, 1993; Cohen,
2002), kann das Verhältnis von phosphorylierter zu nicht phosphorylierter Proteinspezies
erheblich schwanken (Hunter, 1995). Für die Analyse ist daher in der Regel ein spezi-




Bislang sind vier Typen von Proteinphosphorylierungen bekannt: O-Phosphate, wel-
che durch die Phosphorylierung der Hydroxygruppen der Seitenketten an Serin, Threo-
nin und Tyrosin gebildet werden; N-Phosphate, welche an den Aminogruppen der Sei-
tenketten von Arginin, Lysin und Histidin gebildet werden; O-Acylphosphate, welche
durch die Phosphorylierung von Aspartamsäure und Glutaminsäure entstehen und S-
Acylphosphate, welche durch die Phosphorylierung von Cystein entstehen. Die verschie-
denen Phosphorylierungsspezies unterscheiden sich dabei erheblich in ihrer Stabilität.
So sind nur die O-Phosphate unter sauren Bedingungen, wie sie zum Beispiel bei LC-
MS-Analyse vorliegen, stabil (Martensen, 1984).
Trotz der geringeren Stabilität der Histidinphosphoylierung ist deren Analyse mittels
LC-MS ebenfalls möglich (Wind et al., 2005). Routinemäßig werden allerdings bislang
nur O-Phosphorylierungen an Proteinen mittels LC-MS untersucht.
1.5.2 Qualitative Analyse der Proteinphosphorylierung
Es existieren verschiedene Methoden zur Analyse der Phosphorylierung von Proteinen.
Zum einen wird dafür das Labeling mit radioaktivem 32P/33P-Phosphor und die Ana-
lyse der Proteine mittels Western-Blot verwendet. Bei der Analyse durch Labeling mit
radioaktivem Phosphor wird Zellen in vivo Adenosintriphosphat mit 32P/33P-Phosphor
zugegeben. Dieser Phosphor markiert die Phosphorylierungsstellen. Bei der Analyse der
Phosphorylierung mit 32P/33P-Phosphor besteht allerdings die Gefahr, dass sich das
Phosphoproteom der Zellen durch die Strahlenbelastung verändert. Nach der Proteinan-
reicherung, dem proteolytischem Verdau und einer HPLC-Analyse mit Fraktionssamm-
ler, lässt sich die radioaktive Peptidfraktion identifizieren. Diese wird anschließend über
einen Edman-Abbau identifiziert. Außerdem kann die Analyse von Phosphoproteinen
mit Hilfe von phosphospezifischen Antikörpern in Kombination mit Western-Blotting
erfolgen. Dabei ist die Selektivität der Antikörper für Phosphotyrosin jedoch wesent-
lich höher als die für Phosphoserin und -threonin. Außerdem lässt sich bei den beiden
Methoden die Phosphorylierung nicht direkt lokalisieren. In den vergangenen Jahren
hat die Analyse von Phosphoproteinen mittels LC-MS stark an Bedeutung gewonnen,
da sie unter anderem auch genauere Informationen zur Lokalisation der Phosphorylie-
rung bietet. Methoden zur Analyse der Proteinphosphorylierung mittels LC-MS sind in
Abschnitt 6.1.1 ab Seite 63 beschrieben.
1.6 Die circadiane Uhr bei Säugetieren
Circadiane Rhythmen wie zum Beispiel der Schlaf-Wach-Zyklus werden bei Säugetieren
durch ein molekulares Zeitgebersystem gesteuert. Das Zeitgebersystem besteht dabei aus
verschiedenen Proteinen und Kinasen, durch deren Zusammenspiel aus Proteinexpres-
sion und Phosphorylierung der Rhythmus des Systems entsteht. Bei Säugetieren ist das
System zudem hierarchisch organisiert, wobei eine Master-Uhr im Suprachiasmatischen
Nukleus (SCN) im Hypothalamus durch neuronale und hormonelle Signale die peripheren
Uhrsysteme reguliert.
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Abbildung 1.18 – Schematischer Aufbau der circadianen Uhr bei Säugetieren nach Gal-
lego und Virshup (2007) (modifiziert): negative Feedbackschleife über
mCRY1/2 und mPER1/2; positive Feedbackschleife über Rev-Erbα und
Rora
Bislang bekannte molekulare Komponenten dieses Systems bei Säugetieren stellen da-
bei die Proteine mPER1 (Sun et al., 1997; Tei et al., 1997), mPER2 (Shearman et al.,
1997), mPER3 (Zylka et al., 1998; Takumi et al., 1998), mCRY1, mCRY2 (Kume et al.,
1999), REV-ERBα und Rora (Sato et al., 2004), die Kinasen CKIα (Hirota et al., 2010),
CKIϵ (Keesler et al., 2000; Akashi et al., 2002), CKIδ (Camacho et al., 2001; Akashi
et al., 2002), CK2 (Tsuchiya et al., 2009) und GSK3 (Iitaka et al., 2005), die Phosphata-
sen PP1 (Yang et al., 2004; Gallego et al., 2006; Schmutz et al., 2011) und PP5 (Partch
et al., 2006), die Transkriptionsfaktoren CLOCK, BMAL1 (Gekakis et al., 1998) und
NPAS2 (Reick et al., 2001; DeBruyne et al., 2007) und F-Box Proteine β-TRCP1 und
β-TRCP2 (Shirogane et al., 2005) dar. Das kleine m vor der Proteinbezeichnung steht
für die Herkunft der Proteine von Organismen der Klasse der Säugetiere (Mammalia).
Diese Proteine wirken dabei in positiven und negativen Rückkopplungsschleifen zusam-
men, wie in Abbildung 1.18 auf Seite 25 zu sehen ist. Bei Drosophila und Neurospora
wurde auch PP2A (Yang et al., 2004; Sathyanarayanan et al., 2004) als Komponente
der circadianen Uhr identifiziert. Zum einen existiert eine positive Rückkopplungsschlei-
fe, welche bei steigender Inhibierung des Transkriptionsfaktordimers von CLOCK und
BMAL1 verzögert die Expression von BMAL1 aktiviert (Preitner et al., 2002; Ueda
et al., 2002). Dies bewirkt, dass die RNA Level von mPER und mCRY mit denen von
BMAL1 zwölf Stunden außer Phase liegen (Shearman et al., 2000; Oishi et al., 2000).
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Die Hauptkomponente der circadianen Uhr besteht aus einer negativen Rückkopp-
lungsschleife. Das Heterodimer aus den Transkriptionsfaktoren CLOCK und BMAL1
aktiviert dabei die rhythmische Transkription der drei Period-Gene und der zwei Cryp-
tochrom-Gene. Die daraus entstandenen Period- und Cryptochrom-Proteine (mPER und
mCRY) wandern nach der Bildung eines Komplexes in den Zellkern (Kume et al., 1999)
und inhibieren durch direkte Interaktion mit dem Transkriptionsfaktordimer ihre eigene
Transkription.
mPER2 wird dabei unter den Period-Proteinen die größte Bedeutung für die Funktion
des circadianen Rhythmus beigemessen, da die Deletion des entsprechenden Gens zu
Arrhythmien der circadianen Uhr führt, während die Deletion des mPER1-Gens nur
eine Verkürzung der Periodendauer bewirkt. Die Deletion von mPER3 hat hingegen
kaum Einfluss auf die normale Funktionsweise (Bae et al., 2001; Zheng et al., 2001).
Die Phosphorylierung ist dabei für die korrekte Funktion der negativen Rückkopp-
lungsschleife von großer Bedeutung. Da normale Translations-Transkriptions-Rückkopp-
lungsschleifen nur Zyklusdauern von einigen Stunden besitzen, macht erst die Regulation
der Schleife über die Phosphorylierung eine Zyklusdauer der circadianen Uhr von unge-
fähr 24 Stunden möglich.
Dabei wird nach aktuellem Stand der Forschung vermutlich sowohl die Bildung der
Komplexe von mPER, mCRY, CLOCK und BMAL1 (Lee et al., 2001), der Transport der
Proteine in und aus dem Zellkern als auch der Abbau der Proteine durch die Phosphory-
lierung reguliert. So wurde für mPER1 durch Keesler et al. (2000) und für mPER2 durch
Eide et al. (2005) gezeigt, dass diese nach Phosphorylierung durch CKIϵ beziehungsweise
CKIδ (Camacho et al., 2001) und anschließender Ubiquitinierung unter Beteiligung von
F-Box-Proteinen (Shirogane et al., 2005) durch das Proteasom abgebaut werden. Die
Bindung von mPER2 an mCRY behindert hingegen die Ubiquitinierung beider Proteine
(Yagita et al., 2002).
Bei mPER2 wurden bislang verschiedene Bindungsregionen, Motive und Domänen
für die Interaktion mit CKIϵ, mCRY und für den Transport in und aus dem Zellkern
lokalisiert, siehe Abbildung 1.19 auf der nächsten Seite. Ähnliche Bindungsregionen,
Motive und Domänen wurden auch bei mPER1 und mPER3 identifiziert. Die Datenlage
in Bezug auf die Funktion der einzelnen Motive ist jedoch nicht in allen Fällen eindeutig.
Durch Vanselow et al. (2006) wurden bei mPER2 im Bereich der CKIϵ-Bindungsdomä-
ne (Akashi et al., 2002) als auch im Bereich eines der drei Nuclear export signal-Motive
(NES) (Yagita et al., 2002) Phosphorylierungen identifiziert. Die NES-Motive sind dabei
für den Export der Period-Proteine aus dem Zellkern von Bedeutung (Vielhaber et al.,
2001; Yagita et al., 2002). Phosphorylierungen in der Nähe von NES-Motiven können
diese inaktivieren, wie durch Yang et al. (1998) am Beispiel von Cyclin B gezeigt wur-
de. Eine Phosphorylierung in der Nähe eines Nuclear localisation signal-Motives (NLS)
führte beim Adenomatous-Polyposis-Coli-Protein ebenfalls zu einer negativen Regulie-
rung dieses NLS (Zhang et al., 2000). Im Fall von mPER2 wurde gezeigt, dass der NLS
für die vollständige Lokalisierung des mPER2-mCRY1-Komplexes im Zellkern benötigt
wird (Miyazaki et al., 2001). Auch bei mPER1 regulieren vermutlich Phosphorylierun-
gen in der Nähe des NLS den Transport des Proteins in den Zellkern (Vielhaber et al.,
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1 MNGYVDFSPS PTSPTKEPGA PQPTQAVLQE DVDMSSGSSG NENCSTGRDS
51 QGSDCDDNGK ELRMLVESSN THPSPDDAFR LMMTEAEHNP STSGCSSEQS
101 AKADAHKELI RTLKELKVHL PADKKAKGKA STLATLKYAL RSVKQVKANE
151 EYYQLLMSSE SQPCSVDVPS YSMEQVEGIT SEYIVKNADM FAVAVSLVSG
201 KILYISNQVA SIFHCKKDAF SDAKFVEFLA PHDVSVFHSY TTPYKLPPWS
251 VCSGLDSFTQ ECMEEKSFFC RVSVGKHHEN EIRYQPFRMT PYLVKVQEQQ
301 GAESQLCCLL LAERVHSGYE APRIPPEKRI FTTTHTPNCL FQAVDERAVP
351 LLGYLPQDLI ETPVLVQLHP SDRPLMLAIH KKILQAGGQP FDYSPIRFRT
401 RNGEYITLDT SWSSFINPWS RKISFIIGRH KVRVGPLNED VFAASPCPEE
451 KTPHPSVQEL TEQIHRLLMQ PVPHSGSSGY GSLGSNGSHE HLMSQTSSSD
501 SNGQEESHRR RSGIFKTSGK IQTKSHVSHE SGGQKEASVA EMQSSPPAQV
551 KAVTTIERDS SGASLPKASF PEELAYKNQP PCSYQQISCL DSVIRYLESC
601 SEAATLKRKC EFPANIPSRK ATVSPGLHSG EAARPSKVTS HTEVSAHLSS
651 LTLPGKAESV VSLTSQCSYS STIVHVGDKK PQPELETVED MASGPESLDG
701 AAGGLSQEKG PLQKLGLTKE VLAAHTQREE QGFLQRFREV SRLSALQAHC
751 QNYLQERSRA QASDRGLRNT SGLESSWKKT GKNRKLKSKR VKTRDSSEST
801 GSGGPVSHRP PLMGLNATAW SPSDTSQSSC PSAPFPTAVP AYPLPVFQAP
851 GIVSTPGTVV APPAATHTGF TMPVVPMGTQ PEFAVQPLPF AAPLAPVMAF
901 MLPSYPFPPA TPNLPQAFLP SQPHFPAHPT LASEITPASQ AEFPSRTSTL
951 RQPCACPVTP PAGTVALGRA SPPLFQSRGS SPLQLNLLQL EEAPEGSTGA
1001 AGTLGTTGTA ASGLDCTSGT SRDRQPKAPP TCNEPSDTQN SDAISTSSDL
1051 LNLLLGEDLC SATGSALSRS GASATSDSLG SSSLGFGTSQ SGAGSSDTSH
1101 TSKYFGSIDS SENNHKAKMI PDTEESEQFI KYVLQDPIWL LMANTDDSIM
1151 MTYQLPSRDL QAVLKEDQEK LKLLQRSQPR FTEGQRRELR EVHPWVHTGG
1201 LPTAIDVTGC VYCESEEKGN ICLPYEEDSP SPGLCDTSEA KEEEGEQLTG
1251 PRIEAQTKGG RADPAFLYKV VDLEGPRFEG KPIPNPLLGL DSTRTGHHHH
1301 HH
▶ NES Motive 1,2,3






Abbildung 1.19 – Bekannte Bindungregionen und Domänen von mPER2
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2000). Für den circadianen Rhythmus ist dabei auch das Verhältnis zwischen Kinase und
Phosphatase von Bedeutung (Lee et al., 2011). Die genauen Mechanismen des Zusam-
menspiels der verschiedenen Proteine sind hingegen jedoch noch unbekannt.
Einflüsse, welche den Phosphorylierungsstatus von mPER2 verändern, haben daher
eine große Auswirkung auf die Zyklusdauer des circadianen Rhythmus. Dies ist zum
Beispiel beim Familial advanced sleep-phase syndrome (FASPS) der Fall, welches durch
eine Punktmutation des Serins an Position 662 von hPER2 verursacht wird. Bei Pati-
enten mit FASPS ist diese Aminosäure durch ein Glycin ausgetauscht, welches in einer
Domäne liegt, die durch CK1ϵ phosphoryliert wird (Toh et al., 2001). Da die Phos-
phorylierung in diesem Bereich PER2 stabilisiert (Vanselow et al., 2006), bewirkt die
Hypophosphorylierung einen schnelleren Abbau von PER2 und damit einer verkürzte
Periode des circadianen Rhythmus. Eine andere Variante des FASPS wird durch eine
Mutation an CKIδ ausgelöst, welche ebenfalls in einer geringen Phosphorylierung von
PER2 resultiert (Xu et al., 2005). Diese Veränderungen bewirken bei den betroffenen
Personen eine Verschiebung des Wach-Schlaf-Zyklus um ungefähr vier Stunden nach
vorne.
Ebenso finden sich beim Delayed sleep-phase syndrom (DSPS) Hinweise auf einen
Aminosäureaustausch von Valin 647 durch Glycin (Ebisawa et al., 2001). Allerdings
konnten bei DSPS und beim Non-24-hour sleep-wake syndrome (N-24), bei welchem
sich die Schlafphasen fortlaufend verschieben, noch keine eindeutigen Auslöser ermittelt
werden (Ebisawa, 2007).
Einen detaillierteren Überblick über den molekularen Mechanismus der circadianen
Uhr bei Säugetieren bieten die Reviews von Vanselow und Kramer (2010), Gallego und
Virshup (2007) und Reppert und Weaver (2002).
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2 Zielsetzung der Arbeit
Nach bisherigen Erkenntnissen (vergl. Abschnitt 1.6 der Einleitung) spielt die Phospho-
rylierung eine zentrale Rolle für die Funktionsweise des circadianen Systems bei Säuge-
tieren. Ziel dieser Arbeit war es daher, qualitativ möglichst alle Phosphorylierungen an
den Proteinen mPER1 und mPER2 zu erfassen bzw. bestehende Analytische Methoden
für solch eine Erfassung zu verbessern.
Nach der qualitativen Analyse der Phosphorylierungsstellen an den PER-Proteinen soll-
te die quantitative Analyse der Phosphorylierung in den Mittelpunkt rücken, um für die
Funktion des circadianen Systems relevante Phosphorylierungsstellen an den Proteinen
zu identifizieren. Für den ersten Teil der Arbeit stand dabei die Optimierung einer TiO2-
basierten Phosphopeptidanreicherung kombiniert mit einem Verdau durch verschiedene
Proteasen und die Messung an CID- und ETD Massenspektrometern im Vordergrund.
Für die quantitativen Messungen sollten verschiedene Quantifizierungsstrategien für die
Messungen an den PER-Proteinen untersucht und schließlich auf diese angewandt wer-




3 Material und Methoden
3.1 Chemikalien
Die verwendeten Chemikalien und Lösungsmittel stammen, soweit nicht anders ange-
geben, von Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Acetonitril (ACN) wurde in der Qualität
LC-MS-Grade von der Firma LGC Standards GmbH (Wesel, Deutschland) bezogen.
3.2 Proteine und Peptide
Als Standardprotein für Versuche an Phosphoproteinen wurde cAMP-Dependent Pro-
tein Kinase Catalytic Subunit Alpha (PKA) (Biaffin GmbH & Co KG, Kassel, Ger-
many) verwendet. Als Standardpeptide wurden unphosphorylierte und phosphorylierte
AQUA-Peptide der Firma Sigma Aldrich verwendet. Außerdem kamen Glu-Fib von Sig-
ma Aldrich (St. Louis, USA), ein Phosphopeptid-Mix (Peptidmix A & B) (AG Volk-
mer, Institut für medizinische Immunologie, Charité Universitätsmedizin, Berlin) und
ein mehrfach phosphorylierter Phosphopeptid-Mix (7P-Mix) (AG Lehmann, Deutsches
Krebsforschungszentrum, Heidelberg) zum Einsatz. Als Peptidmischung wurde zudem
der „Protein Mixture Digest (lyophilized)“ (Dionex-Mix) P/N 161088 der Firma Dio-
nex (mittlerweile Thermo Fisher Scientific, Walton, MA, USA) verwendet, welcher Cy-
trochrome C (Rind), Lysozyme (Huhn), Alcohol dehydrogenase (Hefe), Bovine serum
albumin (Rind), Apo-Transferrin (Rind) und β-Galactosidase (E.Coli) enthält.
3.3 Enzyme
Als Protease für den Verdau der Proteine fanden die Enzyme Trypsin (Promega Cor-
poration, Madison, WI, USA), Thermolysin (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN,
USA), Elastase (Roche Diganostics GmbH, Mannheim, Deutschland und MP Biomedi-
cals, Solon, OH, USA) sowie Chymotrypsin (Promega Corporation, Madison, WI, USA)
Verwendung.
3.4 Präpration der mPER-Proteine aus HEK293-Zellen
Die Präparation der mPER-Proteine aus HEK293-Zellen wurde von Sabrina Wendt,
Astrid Grudziecki und Jens Vanselow (AG Kramer, Institut für Medizinische Immuno-
logie, Charité Universitätsmedizin Berlin) durchgeführt.
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Für eine Immunopräzipitation, entsprechend dem Material für 3 Banden für die Na-
triumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE), wurden dazu 10 kon-
fluente 175er Flaschen der stabilen HEK293/Per2-V5-Zelllinie expandiert. Das murine
mPER1 und mPER2 ist dabei in der Zelllinie überexprimiert und nicht Bestandteil eines
funktionierenden circadianen Systems.
3.4.1 Zellernte
Die Zellen pro Zellkulturschale wurden einmal mit je 10 ml eiskalter phosphatgepufferter
Salzlösung (phosphate buffered saline, PBS) gewaschen, vollständig abgenommen und
dann 2–3 ml eiskalter Co-IP-Lysispuffer (20 mM Tris-HCl pH 8, 140 mM NaCl, 1,5 mM
MgCl2, 1 mM TCEP, 1 % Triton-X-100, 10 % Glycerin) dazugegeben, welcher 100× Pro-
tease Inibitor Cocktail (Sigma-Aldrich) enthielt. Direkt im Anschluss wurde die Zellkul-
turschale im Kühlschrank auf den Wipptisch gestellt und geschüttelt bis sich die Zellen
von alleine lösten (ca. 10 min). Das Lysat wurde in einem 50 ml Falcongefäß vereinigt,
im Vortex-Schüttler gemischt, nach einer Zwischenkühlung mit einer Kanüle homogeni-
siert und anschließend auf 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße verteilt. Anschließend wur-
den die unlöslichen Zellbestandteile für 30 Minuten bei 4 ○C und mindestens 13 000 rpm
abzentrifugiert und die geklärten Lysate im Falcongefäß wiedervereinigt. Dies ergab das
Rohlysat.
3.4.2 Immunopräzipitation
Das Rohlysat wurde für 2 Stunden auf dem Rotationsschüttler bei 4 ○C mit 125 µl Protein
G Plus-Agarose-Beads (Santa Cruz Biotechnology) inkubiert. Anschließend wurde für
2 Minuten bei 4 ○C und 400 rpm zentrifugiert, der Überstand mit einer Kapillarspritze
vollständig abgenommen und in ein neues Falcongefäß überführt. Der Überstand wurde
mit 5 µl Mouse Anti-V5-Antikörper (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) bei 4 ○C für 1–4
Stunden inkubiert. Anschließend wurden 125 µl Protein-G-Beads hinzugegeben und über
Nacht bei 4 ○C auf dem Rotationsschüttler inkubiert.
Die Beads wurden vom Lysat durch Zentrifugation bei 4 ○C und 4000 rpm für 1–2
Minuten getrennt, der Überstand mit einer Kapillarspritze abgenommen und verworfen.
Die Beads wurden anschließend mit 500 µl CO-IP Waschpuffer versetzt und in ein 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt. Dieses wurde dann für 2 Minuten bei 4 ○C und
2800 rpm zentrifugiert und mit dem Überstand nochmals das Falcongefäß ausgespült,
um die restlichen Beads aus diesem aufzunehmen.
Im Anschluss wurden die Beads zweimal mit jeweils 500 µl CO-IP Waschpuffer (20 mM
Tris-HCl, 150 mM NaCL, 0,5 % IGEPAL CA-630) gewaschen und anschließend für 2
Minuten bei 4 ○C und 2800 rpm abzentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wurden
die Beads bei 4 ○C und 6000 rpm für eine Minute vollständig abzentrifugiert.
Der Überstand wurde abgenommen und das Bead-Pellet je nach Gelsystem mit 50 µl
Laemmli-Puffer bzw. NuPAGE®-LDS-Sample-Puffer versetzt. Der Inhalt des Eppendorf-
Reaktionsgefäßes wurde dann für 10 Minuten bei 95 ○C aufgekocht. Danach wurde für
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2 Minuten bei 13 000 rpm zentrifugiert und der Überstand in ein 1,5 µl Eppendorf-Re-
aktionsgefäß überführt. Das fertige IP-Lysat wurde gefroren und auf Trockeneis nach
Freiburg geschickt.
3.5 Gelelektrophorese und Probenvorbereitung
Für die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (Sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis SDS-PAGE) wurde sowohl das Fertig-Gelsystem der
Firma Bio-Rad (Hercules, CA, USA), als auch das Fertig-Gelsystem der Firma Invi-
trogen (Carlsbad, CA, USA) verwendet. Die für die Probenvorbereitung verwendeten
Reaktionsgefäße mit einem Volumen von 2 ml stammten von Eppendorf (Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland), die Reaktionsgefäße mit einem Volumen von 0,2 ml wurden bei
der Firma Carl Roth (Carl Roth GmbH + Co. KG, Kalsruhe, Deutschland) erworben.
3.5.1 Bio-Rad Gelsystem
Von Bio-Rad wurden Fertig-Polyacrylamid-Gele vom Typ Mini-PROTEAN® TGX™
4–15 %, 10–well comb, 30 µl verwendet. Die Probenvorbereitung wurde dabei nach dem
von Bio-Rad vorgeschlagenen Arbeitsablauf durchgeführt. Die Proteinprobe wurde da-
bei in 20 µl Laemmli-Puffer (62,5 mM Tris-HCl pH 6,8, 25 % Glycerol, 2 % SDS, 0,01 %
Bromphenol-Blau) gelöst. Anschließend wurde 1 µl 1 M DTT hinzugegeben und das Pro-
tein bei 95 ○C für 10 Minuten denaturiert. Nach dem Abkühlen auf Raumtemperatur
wurde zur Probe 2,5 µl 1 M IAA hinzugegeben und bei Raumtemperatur in Dunkelheit
für 20 Minuten inkubiert.
Pro Well wurde ein Volumen von ∼23 µl auf das Gel gegeben. Als Marker wurde Novex®
Sharp Pre-Stained Protein Standard (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) verwendet. An-
schließend lief das Gel bei 200 V für 40 Minuten. Als Laufpuffer diente dabei ein Bio-Rad
Tris/Glycine/SDS Buffer (25 mM Tris 192 mM Glyzin 0,1 % (m/v) SDS pH 8,3).
3.5.2 Invitrogen Gelsystem
Von Invitrogen wurden Fertiggele vom Typ NuPAGE® 4–12 % Bis-Tris Gel 1,0 mm × 9
Well und NuPAGE® 4–12 % Bis-Tris Gel 1,0mm × 15 Well verwendet. Die Probenvorbe-
reitung wurde ebenfalls nach dem von Invitrogen vorgeschlagenen Arbeitsablauf durch-
geführt. Die Proteinprobe wurde in 10 µl LDS Sample Puffer (10 % Glycerol, 141 mM
Tris Base, 106 mM Tris HCl, 2 % LDS, 0,51 mM EDTA, 0,22 mM SERVA® Blue G250,
0,175 mM Phenolrot, pH 8.5) gelöst. Anschließend wurde 1 µl 1 M Invitrogen Reducing
Agent 10× (500 mM DTT) hinzugegeben und das Protein bei 70 ○C für 10 Minuten de-
naturiert. Nach dem Abkühlen auf Raumtemperatur wurde zur Probe 1,2 µl 1 M IAA
hinzugegeben und bei Raumtemperatur in Dunkelheit für 20 Minuten inkubiert.
Als Laufpuffer diente NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer (50 mM MOPS, 50 mM
Tris, 1 mM EDTA, 0,1 % SDS, pH 7,7). Pro Well wurde ein Probenvolumen von ∼12 µl bei
den 15-Well-Gelen und ein Probenvolumen von ∼23 µl bei den 9-Well-Gelen aufgetragen.
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Als Marker wurde Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standard (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) verwendet. Anschließend lief das Gel bei 200 V für 40 Minuten.
3.5.3 Färben der Gele
Das Gel wurde aus der Gelelektrophoreseapparatur in eine Gelfärbeschale überführt und
dreimal für 5 Minuten mit sauberem Wasser gewaschen. Nach dem Waschen wurde das
Gel mit SimplyBlue™ Safe Stain von Invitrogen für eine Stunde gefärbt. Anschließend
wurde das Gel mit Wasser für 1½ Stunden gewaschen.
3.5.4 Vorbereitung der Gelbanden für den Proteaseverdau
Die zu untersuchenden Gelbanden wurden ausgeschnitten, in kleine Stücke gehäckselt
und mit 100 µl 70 % 100 mM NH4HCO3 und 30 % ACN bei 1200 rpm für 30 Minuten
auf einem Eppendorf-Thermomixer bei Raumtemperatur entfärbt. Falls die Gelbanden
nach dem ersten Entfärbeschritt noch eine starke Färbung aufwiesen, wurde der Ent-
färbeschritt wiederholt. Die Entfärbeflüssigkeit wurde von den Gelstücken entfernt und
diese mit 100 µl 100 % ACN geschrumpft. Anschließend wurden die Gelbanden für 30 Mi-
nuten im Eppendorf Concentrator im Vakuum getrocknet. Die getrockneten Gelbanden
wurden bis zum Proteinverdau im Kühlschrank bei 4 ○C aufbewahrt.
3.6 Proteolytischer Verdau
Für den Verdau wurde von allen Proteasen eine Stammlösung von 0,1 µg/µl angesetzt und
diese direkt von dem Verdau im Verhältnis 1:10 mit 100 mM Ammoniumhydrogencar-
bonat-Puffer pH ∼7,8 verdünnt. Bei Trypsin und Elastase wurde der Verdau bei 37 ○C
über Nacht durchgeführt, bei Chymotrypsin bei 25 ○C über Nacht und bei Thermolysin
bei 60 ○C über 3 Stunden.
3.7 Online-Flüssigkeitschromatographie
Die Online-Flüssigkeitschromatographie wurde mit einem Agilent 1200 Nano-Fluss-Sys-
tem (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) durchgeführt. Die Peptide wurden dabei
zuerst auf eine 40 nl Vorsäule geladen und anschließend über eine analytische Säule von
150 mm Länge und 75 µm Innendurchmesser aufgetrennt. Beide Säulen waren dabei mit
Umkehrphasen-Säulenmaterial vom Typ Zorbax 300SB C-18 (5 µm Partikelgröße) ge-
packt und befanden sich auf einem Agilent HPLC Chip (siehe Abbildung 3.2 auf Seite
36). Beide Pumpen des Systems waren an Lösungsmittel A: Wasser mit 0,1 % Ameisen-
säure (Formic acid, FA) und Lösungsmittel B: Wasser mit 90 % Acetonitril (ACN) und
0,1 % FA angeschlossen. Die Probe wurde nach der Injektion mittels Autosampler mit
einem Fluss von 3 µl/min und einer Lösungsmittelmischung von 97 % A und 3 % B auf
die Vorsäule geladen. Nach Umschalten des Ventils im Chip-Cube wurde die Messung
gestartet und der Flusspfad auf die Nanopumpe mit einer Flussrate von 300 nl/min und
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Abbildung 3.1 – Elutionsprofil der Nanopumpe bei 50 minütiger Standardmessung, Eluent
A: 0,1 % FA; Eluent B: 0,1 % FA, 90 % ACN
einer initialen Lösungsmittelzusammensetzung von 97 % A und 3 % B umgeschaltet. Die
Elution von der Vorsäule über die analytische Säule fand anschließend mit einem Lö-
sungsmittelgradienten von +1 % B 1/min statt. Das Elutionsprofil ist in Abbildung 3.1
auf Seite 35 aufgeführt. Nach Ablauf der 50-minütigen Messung wurden beide Säulen 10
Minuten lang mit den Startbedingungen equilibriert.
3.8 Massenspektrometer
Die Nano-LC-MS/MS-Messungen wurden auf einem Triple-Quadrupol-Massenspektro-
meter (Agilent 6460), einem Quadrupol-Time-of-Flight-Massenspektrometer (Agilent
6520) und einer ETD-Ionenfalle (Agilent 6340) von Agilent Technologies (Santa Cla-
ra, USA) mit HPLC-Chip-Cube-Interface durchgeführt. Alle Geräte wurden mit vom
Hersteller dafür vorgesehenen Tuning-Lösungen kalibriert. Also Kollisionsgas wurden
sowohl beim Triple-Quadrupol-Massenspektrometer, als auch beim Quadrupol-Time-of-
Flight-Massenspektrometer Stickstoff in einer Reinheit von 99,9999 % (3Q: ∼2,86 mPa,
Q-TOF ∼2,99 mPa) verwendet. Für die ETD-Ionenfalle kam als Kollisionsgas Helium in
einer Reinheit von 99,999 % (∼1,27 mPa) zur Anwendung, Ionisationsgas für die chemi-
sche Ionisation des ETD-Reaktanden war Methan mit einer Reinheit von 99,9995 %. Als
Trockengas diente bei allen Geräten Druckluft.
Für die Messungen wurde das Q-TOF-Massenspektrometer im 2 GHz-Modus mit er-
weitertem dynamischen Bereich betrieben. Der aufgenommene Massenbereich im MS-
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1 Kapillare von Analytischer Pumpe 6 Ventil
2 Kapillare vom Autosampler 7 Ladepumpe
3 Kapillare zum Abfall 8 Nanopumpe
4 Ladesäule 9 Autosampler
5 Analytische Säule 10 metallbedampfte
Elektrospray-Nadel
Abbildung 3.2 – Aufbau des Agilent HPLC-Chip-Systems: Die Probe wird nach Injektion
im Autosampler isokratisch mit 3 % Eluent B mit 3 µl/min auf die Vorsäule
geladen. Anschließend wird das Ventil des LC-Chips umgeschaltet und
die Probe mit der Nanopumpe bei einer Flussrate von 0,3 µl/min und einen
Eluentengradienten über die Vorsäule und die analytische Säule eluiert.
Der Transfer ins Massenspektrometer erfolgt direkt über das integrierte
Nano-ESI-Interface des HPLC-Chips.
Spektrum umfasste dabei einen Bereich von 50–2400 m/z bei einer Aquisitionsrate von
4 Spektren/s (250,2 ms/Spektrum). Im MS2-Spektrum umfasste der aufgenommene Massenbe-
reich 50–3000 m/z bei einer Aquisitionsrate von 2 Spektren/s (500,5 ms/Spektrum). Die Kolli-
sionsenergien für die Kollisionzelle waren beim Q-TOF-Massenspektrometer auf die in
Abbildung 3.3 (Seite 37) aufgelisteten Werte eingestellt. Der Isolationsbereich für den
Quadrupol bei der Aufnahme der MS2-Spektren war auf „Medium“ (∼4 Da) eingestellt.
Die ETD-Ionenfalle wurde im Scanmodus „Standard enhanced“ betrieben. Dabei wur-
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m/z z=1 z=2 z=3 z>3
100 16 10 7 4
400 26 16 13 8
1000 60 38 31 18
1500 90 55 42 24
Abbildung 3.3 – Einstellung der Kollisionsenergie am Q-TOF abhängig von Ladung und
Masse
den für die Ionenfalle ein Ion charge control-Wert (ICC) von 350 000–500 000 und eine
maximale Akkumulationszeit von 500–700 ms verwendet. Für die CID-Fragmentierung
war eine MS/MS Fragmentierungsamplitude von 1,5 V und der „Smart Frag“-Parameter
auf eine Amplitude von 30–200 % eingestellt. Die Isolationsbandbreite wurde auf >20 m/z
gesetzt. Für ETD wurden folgende Parameter verwendet: Reaktandentemperatur 58 ○C,
Ionisationsenergie 65 eV und Emissionsstrom 3,0 µA. Als ICC für den Reaktanden war
ein Zielwert von 400 000 bei einer maximalen Akkumulationszeit von 200 ms eingestellt.
Die ETD-Reaktionszeit war auf 100 ms gesetzt, für den Parameter „Smart Decomp“ war
entweder z=2 oder auto ausgewählt.
Als Software kam beim Triple-Quadrupol-Massenspektrometer die Software Agilent
Masshunter Aquisition (Version B.03.01) zum Einsatz, beim Quadrupol-Time-of-Flight-
Massenspektrometer Agilent Masshunter Aquisition (Version B.02.01) und bei der ETD-
Ionenfalle Agilent Chemstation (Version B.01.03-SR) und Trap Control 6.2.
3.9 Phosphopeptidanreicherung mittels TiO2
Die Anreicherung der Phosphopeptide mittels Titandioxid wurde auf einem Dionex Ul-
timate 3000 HPLC-System (mittlerweile Thermo Fisher Scientific, Walton, MA, USA)
durchgeführt. Das HPLC-System war dabei eine biokompatible Ausführung, welche
Komponenten aus Titan und Polyetheretherketon (PEEK) in den Leitungen und Venti-
len verwendet. Die Methode wurde wie in Kapitel 4 (ab Seite 45) beschrieben optimiert.
Der Aufbau des Systems ist in Abbildung 3.5 (Seite 40) dargestellt.
Die Laufmittel hatten folgende Zusammensetzung: A: Wasser, 0,1 % FA B: Wasser,
80 % ACN 0,1 % FA. Als Säule wurde eine PEEK-Kapillare von 100 µm Innendurchmes-
ser, welche mit 1 cm Titansphere™-Material mit 5 µm Partikelgröße (GL Sciences, Tokio,
Japan) gefüllt war, verwendet. Dieses wurde aus einer in einer Druckbombe von Proxe-
on (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) gepackten Fused-Silica-Kapillare in
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mit 10μl 5% Ameisensäure
extrahieren
LC-MS/MS
Abbildung 3.4 – Arbeitsablauf für die „Bottom-Up“-Proteinanalyse mittels In-Gel-Verdau
und LC-MS/MS-Analyse
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die PEEK-Kapillare überführt, welche an ihrem Ende mit einer Titan-Fritte verschlos-
sen war. Die Probennadel des Autosamplers, bestehend aus einer Fused-Silica-Kapillare,
wurde ebenfalls durch einer PEEK-Kapillare gleichen Innendurchmessers ersetzt um eine
bessere Resistenz gegenüber den basischen Bedingungen bei der Elution zu erreichen.
In Abbildung 3.6 (Seite 41) ist der Arbeitsablauf für die Anreicherung nach dem
Enzymverdau gezeigt. Nach dem Verdau wurde der Lösungsmittelüberstand über der
Gelbande abgenommen und 30 Minuten mit 10 µl 50 % ACN 0,1 % FA extrahiert. Die
Überstände wurden vereinigt und unter Vakuum getrocknet. Anschließend wurden die
getrockneten Peptide in 5 µl 50 % ACN 0,1 % FA aufgenommen. Als Transportflüssigkeit
für das Mikroliter-Pickup des Autosamplers beim Laden der Probe wurde ebenfalls 50 %
ACN 0,1 % FA verwendet.
Nach der Optimierung der Methode zur Phosphopeptidanreicherung wurde der Ablauf
der Phosphopeptidanreicherung mit TiO2, wie in Tabelle 3.1 (Seite 39) dargestellt durch-
geführt. Die mobile Phase des Lade- und Waschschrittes wurde in Probenfläschchen 1
gesammelt, die Elution in Probenfläschchen 2. Der Inhalt von Probenfläschchen 1 wurde
im Vakuum auf ein Volumen von ∼20 µl eingeengt und anschließend auf den LC-MS/MS-
Systemen (Injektionsvolumen 5 µl) gemessen, der Inhalt von Probenfläschchen 2 wurde






































min µl/min µl %B
1 Injektion 8 5,00 Probe in 50 %
ACN 0,1 % FA
4,5 L+W (8 min) 62,5
2 Waschen 15 5,00 30 % ACN 2 %
FA
20 L+W (15 min) 0





4 Equilibrierung 15 5,00 100 mM CA
pH 9,5
20 - 62,5
Tabelle 3.1 – Parameter der HPLC-Methoden für die einzelnen Schritte der Phosphopep-
tidanreicherung mit TiO2; in Klammern ist die Zeit der Sammlung der Frak-
tion angegeben; CA: Zitronensäure, L: Ladeschritt, W: Waschschritt
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1 Analytische Pumpe 5 Fraktionssammler
2 UV-Detektor (nicht verwendet) 6 Verbindungsstück „Union“
3 Flow-Splitter 7 TiO2-Säule
4 Autosampler 8 Titan-Fritte
Abbildung 3.5 – Aufbau des Dionex Ultimate 3000 Systems zur Phosphopeptid-
Anreicherung mit TiO2, Die Analytische Pumpe ist über den Flow-
Splitter mit dem Autosampler verbunden. Am Autosampler erfolgt die
Injektion der Probe als auch der Wasch- und Elutionsflüssigkeit. Die
TiO2-Säule (7) befindet sich zwischen Union (6) und Titan-Fritte (8)
und wird nach dem Packen in einer Fused silica-Kapillare in diesen Be-
reich transferiert. Das Sammeln der Fraktionen erfolgt mit einem Probot
Fraktionssammler.
3.10 Datenanalyse
3.10.1 Analyse der Rohdaten
Für die manuelle Analyse von Precursor-Massenspektren und Fragment-Massenspektren
des Q-TOF-Massenspektrometers wurde die Software Masshunter Qualitative Analysis
von Agilent in der Version B.04.00 verwendet. Für die manuelle Analyse der Ionenfallen-
Rohdaten wurde die Software DataAnalysis for 6300 Series Ion Trap LC/MS 4.0 (Build





















Q-TOF CID Ionenfalle ETD
Überstand abnehmen
Direktmessung




   FA
Abbildung 3.6 – Arbeitsablauf für die Phosphoproteinanalyse mittels In-Gel-Verdau,
Phosphopeptid-Anreicherung mit TiO2 und LC-MS/MS-Analyse
3.10.2 Vorprozessierung der Daten für die Datenbanksuche
Für das Prozessieren der Rohdaten für die Datenbanksuche wurde die Software Mascot
Distiller der Firma Matrixscience (Matrix Science Ltd., London, UK) in Version 2.3.2.0
verwendet. Die Peaklisten wurden im Mascot Generic Format (.mgf) und auf einfach
geladene Peptide umgerechnet (MH+) erstellt.
41
3 Material und Methoden
3.10.3 Datenbanksuche mit Mascot Server
Für die erstellten .mgf-Dateien wurden Protein-Datenbanksuchen mit der Software Mas-
cot Server der Firma Matrixscience (Version 2.3) (Perkins et al., 1999) durchgeführt. Bei
den Einstellungen bei der Mascot Server-Datenbanksuche wurden standardmäßig die va-
riablen Modifikationen Carbamidomethyl (C), Gln->pyro-Glu (N-Term Q), Oxidation
(M) und Phospho (ST) gewählt. Bei Messungen mit dem Q-TOF wurde bei den Suchpa-
rametern für die Peptid-Massentoleranz im MS-Spektrum ein Wert von ±50 ppm und eine
Massentoleranz im MS/MS-Spektrum von ±0,05 Da eingestellt. Bei Messungen mit der
Ionenfalle wurde für die Peptid Massentoleranz im MS-Spektrum ein Wert von ±1,1 Da
und eine Massentoleranz im MS/MS-Spektrum von ±0,3 Da gewählt. Des Weiteren war
die Option 13C auf den Wert 1 gesetzt. Bei Proben mit tryptischem Verdau war bei
der Enzymspezifität Trypsin selektiert und bis zu zwei Fehlspaltungen „Misscleavages“
zugelassen. Bei Proben, welche mit Elastase und Thermolysin verdaut wurden, wurde
die Datenbanksuche ohne Enzymspezifität durchgeführt. Als Datenbanken kamen eine
selbst erstellte Datenbank und Swissprot in der aktuellen Version zum Einsatz.
3.10.4 Datenanalyse bei der Bestimmung von Phosphosites
Analyse mit Mascot Server und Pepview
Die Ergebnisse der verschiedenen Messungen der Phosphoproteinanalyse nach Multipro-
teaseverdau und Phosphopeptidanreicherung mit TiO2 wurden nach der Datenbanksuche
zur besseren Analyse und Visualisierung weiter aufbereitet. Dazu wurde zusammen mit
Robert Gawlik und Andreas Schlosser ein HTML-basiertes Datenanalysewerkzeug na-
mens Pepview erstellt. Diese Web-basierte Software besteht aus mehreren Perl-Skripten,
die die von der Mascot Server Software abgespeicherten Daten-Dateien (*.dat) in ei-
ne MySQL-Datenbank einlesen. Über eine CGI-Schnittstelle können dann verschiedene
Suchen der Mascot Server-Software für ein Protein nebeneinander visualisiert werden,
wobei die gefundenen Peptide und posttranslationalen Modifikationen an der Proteinse-
quenz ausgerichtet werden. Der schematische Aufbau der Software ist in Abbildung 3.7
(Seite 43) dargestellt, die detaillierte CGI-Ausgabe in Abbildungen 19 und 20 (Seiten
248 und 249) im Anhang.
Analyse mit Phosm
Zur Validierung der bei Mascot gefundenen Phosphorylierungsstellen wurde die Software
Phosm von Schlosser et al. (2007) verwendet. Sie wurde ebenfalls bei der Analyse der
Phosphoisomere von mPER1 und mPER2 eingesetzt. Die Parameter „MS Error Range“
war dabei auf „Von −0,05 Da bis 0,05 Da“ eingestellt, der Parameter „MS/MS Error“
auf ±0,05 Da. Die Ergebnisse wurde anschließend in den Rohdatenspektren validiert.
42
3.10 Datenanalyse
 Mascot Search Results
User            : Erik Haaf
Email           : erik.haaf@zbsa.uni-freiburg.de
Search title    : Dionex Mix 100pmol no spec 15C 5h30min HCl
MS data file    : G:\Proteomics\mgf\QTOF\0423\0423_QTOF_6307.mgf
 Mascot Search Results
User            : Erik Haaf
Email           : erik.haaf@zbsa.uni-freiburg.de
Search title    : Dionex Mix 100pmol no spec 15C 5h30min HCl
MS data file    : G:\Proteomics\mgf\QTOF\0423\0423_QTOF_6307.mgf
 Mascot Search Results
User            : Erik Haaf
Email           : erik.haaf@zbsa.uni-freiburg.de
Search title    : Dionex Mix 100pmol no spec 15C 5h30min H2O
MS data file    : G:\Proteomics\mgf\QTOF\0423\0423_QTOF_6306.mgf
Database        : 1_customDB customDB_20110811 (326 sequences; 174704 residues)
Timestamp       : 16 Aug 2011 at 08:58:48 GMT
Protein hits    : ALBU_BOVIN  Serum albumin - Bos taurus (Bovine)
TRFE_BOVIN  Serotransferrin - Bos taurus (Bovine)
ADH1_YEAST  Alcohol dehydrogenase 1 - Saccharomyces cerevisiae (Baker's yeast)
BGAL_ECOLI  Beta-galactosidase - Escherichia coli (strain K12)
LYSC_CHICK  Lysozyme C - Gallus gallus (Chicken)
CYC_BOVIN  Cytochrome c - Bos taurus (Bovine)
P02768ohnesignal|ALBU_HUMAN_ohnesignal Serum albumin ohne signal sequenz 1 to18 OS=Homo sapiens GN=ALB PE=1 SV=2
P00004|CYC_HORSE  Cytochrome c OS=Equus caballus GN=CYCS PE=1 SV=2
TRYP_PIG  Trypsin - Sus scrofa (Pig)
O15259|NPHP1_HUMAN  Nephrocystin-1 OS=Homo sapiens GN=NPHP1 PE=1 SV=1
28974569|emb|CAD76937.1|putative  ring-oxydation complex protein 5 [Pseudomonas sp. Y2]
PER_DROME  Period circadian protein OS=Drosophila melanogaster GN=per PE=1 SV=2
P16154|TOXA_CLODI  Toxin A OS=Clostridium difficile GN=toxA PE=1 SV=2
BDmotsuc_1 Decoy False discovery rate
Peptide matches above identity threshold 181 0 0.00 %
Peptide matches above homology or identity threshold 233 1 0.43 %
Mascot Score Histogram
Ions score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Individual ions scores > 37 indicate identity or extensive homology (p<0.05).
Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.
Peptide Summary Report
Help
 Significance threshold p< Max. number of hits Show Percolator scores 
Standard scoring  MudPIT scoring Ions score or expect cut-off Show sub-sets 
Show pop-ups  Suppress pop-ups Sort unassigned Require bold red 
Import results into MI
Error tolerant
1. ALBU_BOVIN Mass: 69248 Score: 2533 Matches: 108(63) Sequences: 63(40) emPAI: 32.25
Serum albumin - Bos taurus (Bovine)
Check to include this hit in error tolerant search or archive report
Query  Observed  Mr(expt)  Mr(calc)   ppm  Miss Score Expect Rank Unique  Peptide
7 345.1935  688.3725  688.3656  9.94 0  10  13 2  U    K.AWSVAR.L
14 373.6760  745.3374  745.3395  -2.85 0  (8) 21 1  U    L.GEEHFK.G
15 373.6789  745.3432  745.3395  5.01 0  9  18 1  U    L.GEEHFK.G
18 380.2092  758.4038  758.3996  5.44 0  45  0.0046 1  U    K.GACLLPK.I + Carboxymethyl (C)
393.6984  785.3822  785.3742  10.2 0  15  3.2 1       L.CVLHEK.T + Carboxymethyl (C)
24 395.2440  788.4735  788.4644  11.5 0  42  0.0034 1       K.LVTDLTK.V
48 443.7141  885.4136  885.4080  6.36 0  30  0.14 1  U    K.DDSPDLPK.L
54 300.4964  898.4673  898.4582  10.1 0  (29) 0.16 1       R.LCVLHEK.T + Carboxymethyl (C)
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   erocSecneuqeS nietorPnoitisoPknaR).niM(noitneteR)mpp(atleD)clac(rMegrahCdevresbO.garFeliF ataD SMyreuQ Modifcations
1 - 50 MNGYVDFSPSPTSPTKEPGAPQPTQAVLQEDVDMSSGSSGNENCSTGRDS Acetyl(ProteinN-term) Carbamidomethyl(C) Gln->pyro-Glu(N-termQ) Methyl(KR) Oxidation(M) Phospho(ST) Phospho(Y)
293 0371_QTOF_5447 (F019756) CID Th_QTOF_E 975.0693 3+ 2921.1868 0.9994(342.11) 23.0-23.3 1 1 - 26 MNGYVDFSPSPTSPTKEPGAPQPTQA 34.3 M-1 M-1 S-8 T-15
842 0370_QTOF_5436 (F019752) CID E_QTOF_LW 882.0511 3+ 2642.1248 1.0068(381.06) 24.0 1 1 - 24 MNGYVDFSPSPTSPTKEPGAPQPT 32.2 M-1 M-1 T-15
262 0370_QTOF_5435 (F019751) CID E_QTOF_E 882.0507 3+ 2642.1248 1.0055(380.55) 23.9-24.4 1 1 - 24 MNGYVDFSPSPTSPTKEPGAPQPT 21.1 M-1 M-1 S-13
268 0370_QTOF_5435 (F019751) CID E_QTOF_E 908.7058 3+ 2722.0911 1.0043(368.95) 22.9-23.3 1 1 - 24 MNGYVDFSPSPTSPTKEPGAPQPT 17.3 M-1 M-1 S-10 T-15
555 0369_QTOF_5426 (F019747) CID T_QTOF_LW 893.9018 2+ 1784.7927 0.9962(558.17) 23.0 1 1 - 16 MNGYVDFSPSPTSPTK 42.8 M-1 M-1
235 0371_QTOF_5447 (F019756) CID Th_QTOF_E 773.692 3+ 2318.0468 0.0074(3.21) 20.5-20.6 1 5 - 26 ____VDFSPSPTSPTKEPGAPQPTQA 18.3 T-15
247 0371_QTOF_5447 (F019756) CID Th_QTOF_E 800.3497 3+ 2398.0131 0.0142(5.92) 19.8-20.1 1 5 - 26 ____VDFSPSPTSPTKEPGAPQPTQA 15.7 S-13 T-15
785 0371_QTOF_5448 (F019757) CID Th_QTOF_LW 773.6937 3+ 2318.0468 0.0124(5.34) 20.5 1 5 - 26 ____VDFSPSPTSPTKEPGAPQPTQA 15.2 T-15
217 0370_QTOF_5435 (F019751) CID E_QTOF_E 1010.9537 2+ 2019.8827 0.0102(5.04) 18.4 1 6 - 24 _____DFSPSPTSPTKEPGAPQPT 14.1 T-15
729 0371_QTOF_5448 (F019757) CID Th_QTOF_LW 1013.0027 2+ 2023.9851 0.0058(2.84) 17.6 1 7 - 26 ______FSPSPTSPTKEPGAPQPTQA 91.8
730 0371_QTOF_5448 (F019757) CID Th_QTOF_LW 675.6732 3+ 2023.9851 0.0128(6.32) 17.5-17.6 1 7 - 26 ______FSPSPTSPTKEPGAPQPTQA 38.4
202 0371_QTOF_5447 (F019756) CID Th_QTOF_E 1052.983 2+ 2103.9514 0(0.02) 18.0-18.1 1 7 - 26 ______FSPSPTSPTKEPGAPQPTQA 35.2 T-15


















1 MNGYVDFSPS PTSPTKEPGA PQPTQAVLQE DVDMSSGSSG NENCSTGRDS
51 QGSDCDDNGK ELRMLVESSN THPSPDDAFR LMMTEAEHNP STSGCSSEQS
101 AKADAHKELI RTLKELKVHL PADKKAKGKA STLATLKYAL RSVKQVKANE
151 EYYQLLMSSE SQPCSVDVPS YSMEQVEGIT SEYIVKNADM FAVAVSLVSG
201 KILYISNQVA SIFHCKKDAF SDAKFVEFLA PHDVSVFHSY TTPYKLPPWS
251 VCSGLDSFTQ ECMEEKSFFC RVSVGKHHEN EIRYQPFRMT PYLVKVQEQQ
301 GAESQLCCLL LAERVHSGYE APRIPPEKRI FTTTHTPNCL FQAVDERAVP
351 LLGYLPQDLI ETPVLVQLHP SDRPLMLAIH KKILQAGGQP FDYSPIRFRT
401 RNGEYITLDT SWSSFINPWS RKISFIIGRH KVRVGPLNED VFAASPCPEE
451 KTPHPSVQEL TEQIHRLLMQ PVPHSGSSGY GSLGSNGSHE HLMSQTSSSD
501 SNGQEESHRR RSGIFKTSGK IQTKSHVSHE SGGQKEASVA EMQSSPPAQV
551 KAVTTIERDS SGASLPKASF PEELAYKNQP PCSYQQISCL DSVIRYLESC
601 SEAATLKRKC EFPANIPSRK ATVSPGLHSG EAARPSKVTS HTEVSAHLSS
651 LTLPGKAESV VSLTSQCSYS STIVHVGDKK PQPELETVED MASGPESLDG
701 AAGGLSQEKG PLQKLGLTKE VLAAHTQREE QGFLQRFREV SRLSALQAHC
751 QNYLQERSRA QASDRGLRNT SGLESSWKKT GKNRKLKSKR VKTRDSSEST
801 GSGGPVSHRP PLMGLNATAW SPSDTSQSSC PSAPFPTAVP AYPLPVFQAP
851 GIVSTPGTVV APPAATHTGF TMPVVPMGTQ PEFAVQPLPF AAPLAPVMAF
901 MLPSYPFPPA TPNLPQAFLP SQPHFPAHPT LASEITPASQ AEFPSRTSTL
951 RQPCACPVTP PAGTVALGRA SPPLFQSRGS SPLQLNLLQL EEAPEGSTGA
1001 AGTLGTTGTA ASGLDCTSGT SRDRQPKAPP TCNEPSDTQN SDAISTSSDL
1051 LNLLLGEDLC SATGSALSRS GASATSDSLG SSSLGFGTSQ SGAGSSDTSH
1101 TSKYFGSIDS SENNHKAKMI PDTEESEQFI KYVLQDPIWL LMANTDDSIM
1151 MTYQLPSRDL QAVLKEDQEK LKLLQRSQPR FTEGQRRELR EVHPWVHTGG
1201 LPTAIDVTGC VYCESEEKGN ICLPYEEDSP SPGLCDTSEA KEEEGEQLTG
1251 PRIEAQTKGG RADPAFLYKV VDLEGPRFEG KPIPNPLLGL DSTRTGHHHH
1301 HH






































PKA Phosphosignalration Thermolysina a 2 (F017123)














Save Session  Save Result
Peptide-Score Cut-Off: 10 Protein Sequence Start:   










Abbildung 3.7 – Aufbau des Programms Pepview: Verschiedene LC-MS-Läufe für ein Pro-
tein, z.B. mit verschiedenen Proteasen, werden in einer Datenbank mit
Mascot Server gesucht. Die dabei enstandenen .dat-Dateien werden mit
Hilfe eines Perl-Skriptes in einer MySQL-Datenbank in eine relationale
Datenbank geschrieben. Mittels eines Perl-CGI-Skriptes kann man sich
die gefundenen Peptide für das Protein aus den verschiedenen Suchen
kombiniert anzeigen lassen. Die Peptide werden dabei entsprechend ih-
rer Position in der Proteinsequenz angezeigt. Detalliertere Ansichten der
Pepview-Ausgabe finden sich im Anhang in den Abbildungen 19 und 20
(Seite 248 und 249).
3.10.5 Sequenz Alignment
Für das Sequenz-Alignment für mPER1 und mPER2 in Abschnitt 6.3.3 (Seiten 204,205)
wurde die Software ClustalX (Version 2.0.12) von Higgins et al. (2007); Jeanmougin
et al. (1997) verwendet.
3.10.6 Berechnung von Isotopenmustern
Für die Berechnung der Isotopenmuster bei den Labelingexperimenten wurde die Soft-
ware IDcalc (Version 0.3) von Michael J. MacCoss (Department of Genome Sciences,
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University of Washington, USA) verwendet. Diese Software verwendet einem Algorith-
mus nach Kubinyi (1991), um die Isotopenmuster von Substanzen zu berechnen, die
verschiedene stabile Isotope enthalten. Die so erhaltenen Isotopenverteilungen wurden
anschließend mit Origin Pro (Origin Lab Corporation, Northampton, MA, USA) (Ver-
sion 8.5.1 SR1) in theoretischen Massenspektren visualisiert.
3.10.7 Quantifizierung
Für die Quantifizierung kamen verschiedene Programme zum Einsatz. Für die manuelle
Quantifizierung beim 15N-Labeling (siehe Kapitel 9 auf Seite 125) wurde die Software
Masshunter Qualitative Analysis (Version B.04.00) von Agilent, für das labelfreie Quan-
tifizieren bei den Versuchen zum absoluten labelfreien Quantifizieren (siehe Kapitel 7 auf
Seite 89) die Software Masshunter Quantitative Analysis for Q-TOF (Version B.04.00)
von Agilent verwendet. Für die Quantifizierung mittels 18O-Labeling (siehe Kapitel 10
auf Seite 141) wurde die Software Mascot Distiller (Version 2.3.2.0) verwendet.
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4.1 Einleitung
Obwohl Phosphorylierungen an Proteinen in einer Zelle sehr häufig vorkommen, liegt
oftmals nur ein geringer Anteil eines Proteins in der phosphorylierten Form vor, und
es existiert ein großer Überschuss an unphosphoryliertem Protein. Daher ist es für die
Analyse der Phosphorylierung mittels LC-MS oftmals notwendig, diese anzureichern.
Dies liegt zum einen an der Unterdrückung des Signales durch hochabundante Peptide,
welche vor allem bei der Analyse mittels Ionenfalle eine Rolle spielt, siehe Abschnitt 1.2.1
(Seite 2) im Kapitel Einleitung. Des weiteren werden bei der datenabhängigen Aufnahme
der Fragmentspektren in aller Regel Peptide von höherabundanten Proteinen bevorzugt.
Außerdem kann die höhere Komplexität einer Probe zu isobaren Überlappungen bei der
Aufnahme des Massenspektrums führen und damit die Sequenzanalyse beeinträchtigen.
Es ist somit für die qualitative Phosphoproteinanalyse sinnvoll, möglichst nur Peptide
zu messen, welche eine Phosphorylierung aufweisen.
Es wurden daher verschiedene Methoden entwickelt, um Phosphoproteine und Phos-
phopeptide anzureichern. So kann man zum Beispiel eine Phosphoproteinanreicherung
durch Anti-Phospho-Antikörper und eine Immunopräzipitation bewerkstelligen. Die-
se Methode wird vor allem bei phosphoryliertem Thyrosin verwendet (Pandey et al.,
2000a,b; Salomon et al., 2003). Dieses besitzt bessere antigene Eigenschaften als Phos-
phoserin und Phosphothreonin, gegen welche Antikörper nur eine schlechte Spezifität
aufweisen (Collins et al., 2007).
Daneben existieren diverse Methoden, um Phosphopeptide aufgrund ihrer physika-
lisch-chemischen Eigenschaften anzureichern. Die Phosphatgruppe an Serin, Threonin
und Tryrosin besitzt im Vergleich zu unmodifizierten und andersartig modifizierten Pep-
tiden besondere chemische Eigenschaften, welche die Anreicherung der Phosphatgruppe
ermöglichen. So bewirkt die niedrige Säurekonstante (pKS-Wert, pKS ≈ 2) der Phosphat-
gruppe zum Beispiel eine Verschiebung des isoelektrischer Punktes (pI-Wert) des Phos-
phopeptides. Dies kann für eine Fällung der Phosphopeptide (Reynolds et al., 1994),
für eine teilweise Anreicherung der Phosphopeptide bei der isoelektrischen Fokussierung
(Maccarrone et al., 2006) oder bei der Ionenaustauschchromatographie genutzt wer-
den. Außerdem können sowohl Kationenaustauschchromatographie (Ballif et al., 2004;
Beausoleil et al., 2004) als auch Anionenaustauschchromatographie (Han et al., 2008)
bei der Phosphopeptidanreicherung Anwendung finden. Ebenso kann Hydrophilic inter-
action liquid chromatography (HILIC) für die Vorfraktionierung und Anreicherung von
Phosphopeptiden verwendet werden (Alpert, 1990; McNulty und Annan, 2008). Daneben
existieren außerdem Methoden, welche direkt chemische Reaktionen an der Phosphat-
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gruppe zur Anreicherung nutzen. Als Beispiel sind Phosphoramidate chemistry (PAC)
(Zhou et al., 2001) und die β-Elinierung von Phosphat an Serin und Threonin (Meyer
et al., 1986), siehe auch Abschnitt 8.3.11 Seite 119, zu nennen. Als eine weitere Eigen-
schaft besitzt die Phosphatgruppe ähnlich wie die Carboxygruppe zwei nahe beeinander
liegende Sauerstoffatome. Diese können mit Metallionen starke zweizähnige Interaktio-
nen ausbilden. Durch die mögliche Stabilisierung von zwei negativen Ladungen in der
Phosphatgruppe von Phosphomonoestern ist diese Interaktion im Vergleich zur Carboxy-
gruppe sogar noch erhöht. Diesen Umstand machen sich die Anreicherung von Phospho-
peptiden mittels Immobilized metal ion affinity chromatography (IMAC) zunutze ebenso
wie die Anreicherung mit Hilfe von Metalloxiden Metal oxide affinity chromatography
(MOAC) wie zum Beispiel TiO2 (Larsen et al., 2005), ZrO2 (Kweon und Hakansson,
2006), HfO2 (Rivera et al., 2009), Nb2O5 (Ficarro et al., 2008), SnO2 (Sturm et al.,
2008) oder Al(OH)3 (Wolschin et al., 2005). Bei IMAC liegen die Metallionen von Fe
3+,
Ga3+, Al3+, Zr3+ oder Ni2+ gebunden als Chelatkomplexe auf einem organischen Träger-
material wie Iminodiessigsäure oder Nitriloessigsäure vor (Andersson und Porath, 1986;
Andersson, 1991; Posewitz und Tempst, 1999) und besitzen dabei mindestens zwei freie
Koordinationsstellen. Die Elution der Phosphopeptide von der Säule kann bei IMAC
sowohl mit alkalischem Puffer, als auch unter sauren Bedingungen geschehen. Bei Ver-
wendung von MOAC findet die Interaktion der Phosphatgruppe mit der Oberfläche der
Metalloxidpartikel statt. Um die Selektivität der Bindung von Phosphopeptiden an das
TiO2-Material zu erhöhen, werden verschiedene Additive wie 2,5-Dihydroxybenzoesäure
(DHB) (Larsen et al., 2005), das Natriumsalz der 1-Octansulfonsäure (Mazanek et al.,
2007), Glutaminsäure (Wu et al., 2007), Pthalsäure (Thingholm et al., 2006), Heptafluo-
robuttersäure (HFBA) (Mazanek et al., 2010) und Milchsäure (Sugiyama et al., 2007)
im Ladepuffer verwendet.
Die verschiedenen Methoden der Phosphopeptidanreicherung zeigen hierbei unter-
schiedliche Spezifitäten. MOAC besitzt dabei im Vergleich zu IMAC eine höhere Säulen-
kapazität und eine höhere Selektivität für Phosphopeptide (Larsen et al., 2005). Boden-
miller et al. (2007) stellten beim Vergleich von PAC-, IMAC- und TiO2-Anreicherung
nur eine Überlappung von ca. 33-34% an identisch identifizierten Phosphopeptiden bei
den verschiedenen Anreicherungsmethoden fest. Außerdem war die Anzahl der gefunde-
nen mehrfach phosphorylierten Peptide bei der Anreicherung mittels IMAC höher als
bei der Anreicherung mit TiO2, was auch von Jensen und Larsen (2007) beobachtet
wurde. Dieser Umstand wurde von Thingholm et al. (2008) für die Entwicklung von Se-
quential elution from IMAC (SIMAC) genutzt, welches eine Kombination aus IMAC für
die Anreicherung multiphosphorylierter Peptide und TiO2 für die Anreicherung mono-
phosphorylierter Peptide nutzt. Dabei werden die monophosphorylierten Peptide beim
Beladen und einer ersten Elution im sauren Milieu von der IMAC-Säule eluiert und
anschließend über TiO2 angereichert. Anschließend werden die multiphosphorylierten
Peptide im alkalischen Milieu von der IMAC-Säule eluiert. Somit können die mono- und
multiphosphorylierten Peptide in verschiedenen LC-MS-Läufen gemessen werden. Die
Authoren erklären den beobachteten Bias von TiO2 für monophosphorylierte Peptide
damit, dass die multiphosphorylierten Peptide sehr stark an das TiO2-Material binden
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und daher nur schlecht eluiert werden. Die von uns durchgeführten Experimente zeigen,
dass es möglich ist, auch multiphosphorylierte Peptide vollständig von TiO2-Material zu
eluieren, siehe Abschnitt 4.3.2 (Seite 52).
Weitere Informationen über das Themengebiet der Phosphopeptidanreicherung sind
in den Reviews von Dunn et al. (2010) und Eyrich et al. (2011) sowie im Buch „Protein
Phosphorylation Analysis by Electrospray Mass Spectrometry“ von Lehmann (2010) zu
finden.
4.2 Material und Methoden
Bei der Optimierung der Phosphopeptidanreicherung mittels TiO2-Säule wurden sämt-
liche Versuche an einer Dionex Ultimate 3000 HPLC (mittlerweile Thermo Fisher Scien-
tific) in der biokompatiblen Version (Materialien aus Titan oder PEEK) durchgeführt.
Die Fraktionen der Anreicherung wurden dabei mittels eines zugehörigen Probot-Frak-
tionskollektors gesammelt.
Am Anfang der Methodenoptimierung bestand der Flusspfad nach dem Injektions-
ventil als auch die Probennadel des Autosamplers aus Quarz-Kapillaren (Fused silica)
(Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, USA). Die Säule war dabei in einer Quarz-
Kapillare mit einem Innendurchmesser von 50 µm gepackt, welche mit einer Glasfil-
terfritte verschlossen war. Diese wurde aus einem Glasfaserplättchen und Natriumsi-
likat nach Maiolica et al. (2005) hergestellt. Die Kapillare wurde anschließend mit einer
Proxeon-Druckbombe (mittlerweile Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) mit
Titansphere™-Material gepackt, bis eine Säulenlänge von ungefähr 1 cm erreicht war. Die
PEEK-Kapillaren wurden bei Upchurch Scientific (IDEX Health & Science LLC, Oak
Harbor, WA, USA) erworben, die Fittings für die Verschraubung der Säulen und des
Filters stammten ebenfalls von Upchurch Scientific. Für die Optimierung der Methode
wurden als Testpeptide die Peptidmischungen A und B und isotopenmarkierte Aqua-
Peptide von Sigma Aldrich verwendet. Die Sequenzen der Peptide sind in Tabelle 1 (Sei-
te 222) im Anhang zu finden. Außerdem wurde zum Testen der Recovery von mehrfach
phosphorylierten Peptiden von der TiO2-Säule ein Phosphopeptid-Mix mit 7 Phospho-
peptiden (7P-Mix) verwendet (AG Lehmann, DKFZ, Heidelberg). Die Sequenzen der
verwendeten Peptide des 7P-Mixes sind in Tabelle 2 (Seite 223) im Anhang zu finden.
4.3 Ergebnisse
Die Period-Proteine weisen nach bisherigen Erkenntnissen viele Phosphorylierungsstel-
len auf. Insbesondere für der Bereich der FASP-Site wurden Phosphorylierungen iden-
tifiziert, welche nahe beieinander liegen. Somit waren entsprechend auch multiphospho-
rylierte Peptide nach dem Verdau zu erwarten. Der Fokus der Optimierung der Phos-
phopeptidanreicherung mittels TiO2 lag daher darin, neben einer hohen Selektivität für
Phosphopeptide auch eine gute Recovery von der Säule insbesondere für mehrfach phos-
phorylierte Peptide zu erreichen. Daneben war es Ziel der Untersuchungen zu ermitteln,
ob in Analogie zu HILIC bei Phosphopeptiden (McNulty und Annan, 2008) und der
47
4 Phosphopeptidanreicherung mittels TiO2
dortigen Elution der Phosphopeptide mit polaren Eluenten, auch bei TiO2 eine Elution
der Phosphopeptide von der stationären Phase durch einen sauren Eluenten möglich ist.
Außerdem sollte untersucht werden, ob es möglich ist, einfach und mehrfach phosphory-
lierte Peptide chromatographisch von der TiO2-Säule zu eluieren.
4.3.1 Anreicherung monophosphorylierter Peptide
Für die ersten Versuche zur Optimierung der Phosphopepidanreicherung stand die Eta-
blierung einer guten Peptidrecovery von der Säule im Vordergrund. Diese Versuche
wurden mit dem Phosphopeptidmix A und B durchgeführt. Dabei wurde ein Paar des
Peptidmixes mit einem phosphorylierten Peptid und einem unphosphorylierten Peptid
der Phosphopeptid-Anreicherung unterzogen und das zweite Paar, welches ebenfalls aus
phosphorylierten und nicht phosphorylierten Peptid bestand, anschließend der Probe
hinzugegeben. Es wurden jeweils 500 fmol der Peptide verwendet.
Das Laden der Probe in einem Volumen von 5 µl auf die Säule erfolgte vor der Op-
timierung mit 30 % ACN und 0,1 % FA bei einer Flussrate von 0,8 µl/min für 45 Minu-
ten. Anschließend erfolgte ein Waschschritt mit 20 µl 30 % ACN und 0,1 % FA bei einer
Flussrate von 1 µl/min für 30 Minuten. Die Elution der Probe erfolgte mit 20 µl 0,1 M
NH4HCO3-Lösung, welche mit Ammoniakwasser auf einen pH-Wert von 9 eingestellt
war, mit einer Flussrate von 0,8 µl/min für 35 Minuten. Das Volumen des gesammelten
Eluates betrug ungefähr 20 µl. Das Eluat wurde mit 1 µl konzentrierter FA angesäuert
und anschließend davon 5 µl auf den LC-MS Systemen analysiert.
In Analogie zu den Versuchen zur Recovery von Phosphopeptiden über C18-Material
und Zitronensäure von Seidler et al. (2011) wurde anstelle des Ammoniumhydrogencar-
bonats zur Elution der Phosphopeptide von der C18-Säule auch 100 mM Zitronensäure
und Citrat bei verschiedenen pH Werten verwendet. Da das TiO2-Säulenmaterial neben
Phosphopeptiden auch Peptide mit sauren Aminosäuren bindet, war die Idee dabei, die
Phosphopeptide mittels der Säure aus ihrer Bindung zum Metalloxid zu verdrängen,
anstatt sie durch den Einsatz einer Base zu protonieren. Bei den Versuchen mit Zitro-
nensäure stellte sich heraus, dass die Verwendung von Zitronensäure/Citrat tatsächlich
einen Einfluss auf den für die Elution von TiO2-Material benötigten pH-Wert hat. So
war bei der Verwendung von 100 mM Zitronensäure schon bei einem pH-Wert von 4 eine
teilweise Elution der Phosphopeptide vom Säulenmaterial zu beobachten. Es gelang aber
erst ab einem pH-Wert von 7,5 eine Elution des Phosphopeptides zu erreichen, welche
gleichwertig zu einer Elution mit 100 mM NH4HCO3 bei pH 9,5 war. Nachdem unter den
angegebenen Bedingungen eine Recovery des Phosphopeptides von circa 60 % erreicht
wurde (siehe Abbildung 4.1, Seite 49), wurde die Elution mittels des Probensammlers
in Fraktionen zu je 3 Minuten aufgeteilt um das Elutionsverhalten des Phosphopeptides
zu untersuchen.
Das dabei erhaltene Elutionsprofil ist in Abbildung 4.2 (Seite 49) dargestellt. Die
größte Menge an Phosphopeptid eluiert in den ersten 2,4 µl der ersten drei Minuten. Es
findet jedoch bei der Elution von der Säule ein ausgeprägtes Tailing statt, so dass in der
30-Minuten-Fraktion und nach 21,6 µl Eluent immer noch Phosphopeptid zu finden ist. In
den folgenden Versuchen wurde daher versucht, das Elutionsprofil zu optimieren. Dabei
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LCMS000614.D nach Anreicherung dazugegeben
EAISAAPFAK-NH2 ,   2+ 502,3 ± 0,3Da
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über TiO2 angereichert
EAITAAPFAK-NH2 ,   2+ 509,3 ± 0,3Da
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Abbildung 4.1 – Recovery des Phosphopeptids EAIpTAAPFAK-NH2 (m/z = 549,3) von der
TiO2-Säule bei Elution mit 100 mM Zitronensäure pH 7, 0,8 µl/min. Der
Peptidmix B, bestehend aus den Peptiden EAIpSAAPFAK-NH2 (m/z =
542,3) und EAISAAPFAK-NH2 (m/z = 502,3), wurde nach der Anreichung
äquimolar zu der Probe hinzugegeben.




















EIC 549,3 ± 0,3Da
EAIpTAAPFAK, 2+
C-Terminus Amidated
Abbildung 4.2 – Elutionsprofil des Phosphopeptids EAIpTAAPFAK-NH2 (m/z = 549,3)
von TiO2-Säule bei Elution mit 100 mM Zitronensäure pH 7, 0,8 µl/min.
Mit dem Fraktionssammler wurde ab Anfang der Elution für jeweils 3 min
ein Volumen von 2,4 µl in ein Probenfläschchen gesammelt. Diese Frak-
tionen wurden anschließend an der Ionenfalle gemessen und die EICs für
das Phosphopeptid gemeinsam dargestellt.
wurden sowohl die Flussrate für die Elution verändert (0,4–2 µl/min), als auch Säulen mit
anderem Durchmesser (100–150 µm Innendurchmesser) verwendet. Diese Änderungen
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zeigten jedoch keine wesentlichen Verbesserungen des Elutionsprofils in Bezug auf die
Elution an Phosphopeptid pro µl Durchfluss. Auch die Verwendung eines Säulenofens mit
Temperaturen von bis zu 60 ○C und die Zugabe von Acetonitril bei der Elution führten
nicht zu einer Verbesserung des Elutionsprofiles. Es ist daher anzunehmen, dass für das
Tailing des Phosphopeptides Wechselwirkungen mit dem Säulenmaterial verantwortlich
sind, welche durch die verwendeten Versuchsbedingungen nicht beeinflusst worden sind.
Da die Flussrate dem Ergebnis der Versuche zufolge keinen großen Einfluss auf das
Elutionprofil hatte, konnte diese für das Beladen, Waschen und die Elution von der
Säule erhöht und somit der Zeitbedarf pro Anreicherung reduziert werden.
Nach den Versuchen zur Elution der Phosphopeptide wurde die Lösungsmittelzusam-
mensetzung für den Wasch- und Beladeschritt der Anreicherung optimiert. Bei der Opti-
mierung des Waschschritts wurde zuerst untersucht, inwiefern die Zugabe von Acetonitril
die unerwünschte Elution von Phosphopeptiden während des Waschschritts beeinflusst.
Dazu wurde ein Waschschritt mit 20 µl 5 % FA und ein Waschschritt mit 20 µl 30 %
ACN, 5 % FA verglichen. Es war zu beobachten, dass die Zugabe von Acetonitril den
Verlust an Phosphopeptid während des Waschschritts verringert. Es stellte sich im Lau-
fe der Experimente eine Zusammensetzung der Waschflüssigkeit von 30 % ACN 2 % FA,
wie auch von Schlosser et al. (2005) und Cantin et al. (2007) beschrieben, als ein guter
Kompromiss aus der Spezifität des Waschschrittes für Nichtphosphopeptide und dem
Verlust von Phosphopeptiden heraus. Es wurde außerdem die Acetonitrilkonzentration
der Transportflüssigkeit und der Lösungsmittelzusammensetzung beim Beladen der Säu-
le variiert, um dort die optimalen Bedingungen zu finden. Dabei stellte sich heraus, dass
beim Beladen mit 50 % ACN 0,1 % FA die Phosphopeptide besser an die TiO2-Säule
binden als beim Beladen mit 0,1 % FA. Für komplexe Proben kann durch die Zugabe
von Milchsäure beim Laden und Waschen der Phosphopeptidprobe die Spezifität der
Anreicherung gegenüber sauren Peptiden erhöht werden (Sugiyama et al., 2007). Durch
Injektion und Waschen mit 300 mg/ml Milchsäure in 50 % ACN 0,1 % FA wurde die Spezifi-
tät des Lade- und Waschschritts für Phosphopeptide erhöht. Allerdings war die Recovery
der Phosphopeptide schlechter, so dass sich dieses Additiv vorwiegend für sehr komplexe
Proben eignet und daher nicht für die immunopräzipitierten mPER-Proteine verwendet
wurde.
Im Anschluss an die Experimente zum Laden der Probe wurde untersucht, ob die
Elution des Phosphopeptids von der TiO2-Säule mit anderen Säuren als Zitronensäure
bzw. deren korrespondierenden Salzen gelingt. Für die Versuche wurden Ascorbinsäu-
re, Ascorbinsäure-2-Phosphat-Sesquimagnesium-Salz und Quadratsäure verwendet. Die
Elution erfolgte dabei mit jeweils 100 mM-Lösungen. Dabei wurde die Elution sowohl im
sauren Bereich mit pH ca. 1,5 als auch im basischen Bereich mit pH ca. 7,5 durchgeführt.
Die Elution der Phosphopeptide erwies sich dabei in allen Fällen im sauren pH Bereich
wesentlich schlechter als im basischen pH Bereich. Die zusätzlich getesteten Säuren wa-
ren aber in allen Fällen der Elution mit 100 mM Zitronensäure bei pH 7,5 unterlegen.
Um der stärkeren Bindung mehrfach phosphorylierter Peptide an das TiO2-Material
Rechnung zu tragen und eine möglichst vollständige Elution aller Phosphopeptide zu
erreichen, wurde der pH-Wert der Citrat-Lösung bei der Elution auf 9,5 erhöht.
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Abbildung 4.3 – Recovery des Phosphopeptids EAIpSAAPFAK-NH2 (m/z = 542,3) von der
TiO2-Säule bei Elution mit 100 mM Zitronensäure pH 9,5 2 µl/min, Der
Peptidmix A, bestehend aus den Peptiden EAIpTAAPFAK-NH2 (m/z =
549,3) und EAITAAPFAK-NH2 (m/z = 509,3), wurde nach der Anreichung
äquimolar zu der Probe hinzugegeben.
Es traten dann jedoch Probleme mit den Quarzglas-Kapillaren und insbesondere mit
der Glasfritte am Säulenabschluss auf. Die Glasfritte wurde bei den alkalischen pH-
Werten chemisch angegriffen, was nach einigen Elutionsläufen zu deren Versagen und
damit zum Verlust der jeweiligen Säule führte. Daher wurde das HPLC-System sukzes-
sive auf PEEK-Kapillaren umgestellt. Auch die Nadel des Autosamplers wurde durch
eine PEEK-Kapillare mit gleichem Volumen ersetzt. Der Aufbau des Systems nach der
Umstellung ist in Abbildung 3.5 auf Seite 40 zu sehen. Nach dem Umbau wurde die
Säule zunächst ein PEEK-Filter abgeschlossen, was jedoch zu Problemen bei der Eluti-
on führte. Da die Elution im wässrigen Milieu ohne Acetonitril-Zusatz erfolgte, wurden
die Phosphopeptide zwar vom TiO2-Material eluiert, adsorbierten aber anschließend
am PEEK-Material des Filters und wurden erst bei der Equlibrierung auf die Start-
bedingungen von diesem eluiert. Daher wurde der PEEK-Filter durch einen Filter aus
Titan ersetzt. Für den Test der Recovery wurden je 20 pmol an Peptidmix A und B
und AQUA-Peptiden eingesetzt. Die Recovery der FMP-Peptide war unter diesen Be-
dingungen sehr gut und ist in Abbildung 4.3 dargestellt. Dabei wurde das Peptidpaar
EAISAAPFAK-NH2/EAIpSAAPFAK-NH2 über TiO2 angereichert und das Peptidpaar
EAITAAPFAK-NH2/EAIpTAAPFAK-NH2 nach der Anreicherung zur Probe gegeben.
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RApSPPLFQSR, 2+ 619,8 ± 0,3Da
SNTHPpSPDDAFR, 2+ 712,3 ± 0,3Da
nach Anreicherung dazugegeben
RApSPPLFQSR, 2+ 624,8 ± 0,3Da
SNTHPpSPDDAFR, 2+ 717,3 ± 0,3Da
Label: Arginin (R) 13C(6) 15N(4)
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über TiO2 angereichert ~80%~90%
Abbildung 4.4 – Recovery der AQUA-Phosphopeptide RApSPPLFQSR (m/z = 619,8) und
SNTHPpSPDDAFR (m/z = 712,3) von der TiO2-Säule bei Elution mit
100 mM Zitronensäure pH 9,5, 2 µl/min. Die isotopenmarkierten Peptide
RApSPPLFQSR(6×13C 4×15N) (m/z = 624,8) und SNTHPpSPDDAFR-
(6×13C 4×15N) (m/z = 717,3) wurden nach der Anreichung äquimolar zu
der Probe hinzugegeben.
Die höhere Peakintensität des über TiO2-angereichten Peptids im Vergleich zur Refe-
renz resultiert vermutlich aus Abweichungen beim Pipettieren sehr kleiner Volumina.
Im Fall der phosphorylierten AQUA-Peptide wurden die mit schweren Arginin (6×13C
4×15N) isotopenmarkierten Varianten der Peptide RApSPPLFQSR und SNTHPpSPD-
DAFR über TiO2 angereichert während die nicht markierten Varianten direkt vor der
LC-MS-Messung zur Probe hinzugefügt wurden. Hierbei ergab sich ein passendes Ver-
hältnis zwischen angereicherten und nicht angereicherten Peptiden. Die zusammen mit
den FMP-Peptiden gemessenen phosphorylierten AQUA-Peptide wiesen eine Recovery
im Bereich von ungefähr 80–90 % auf, siehe Abbildung 4.4.
4.3.2 Anreicherung multiphosphorylierter Peptide
Nachdem die Optimierung der Phosphopeptidanreicherung durch TiO2 mit einfach phos-
phorylierten Peptiden und einer guten Recovery erfolgreich war, wurde getestet, ob die
Anreicherung auch mit mehrfach phosphorylierten Peptiden funktioniert. Dazu wurde
der sog. 7P-Mix verwendet, welcher von der Arbeitsgruppe von Professor Lehmann vom
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A Direktinjektion der Peptide in 100 mM Zitronensäure
B Injektion der Peptide nach TiO2-Anreicherung; Elution
mit 100 mM Zitronensäure pH 9,5
Abbildung 4.5 – Vergleich der Peptide VNQIGpTLSESIK 1×P (m/z = 684,84), VNQIG-
pTLSEpSIK 2×P (m/z = 724,83), FpSIAPSpSLDPpSNR 3×P (m/z =
815,80) und FpSIAPpSpSLDPpSNR 4×P (m/z = 855,78) bei direkter Mes-
sung des 7P-Mixes und nach Anreicherung über TiO2 bei Elution mit
100 mM Zitronensäure pH 9,5. Auch mehrfach phosphorylierte Peptide
werden gut von der TiO2-Säule eluiert, die nichtphosphorylierte Ver-
unreinigung hingegen ist durch die Phosphopeptidanreicherung entfernt
worden.
Deutschen Krebsforschungszentrum in Heidelberg zur Verfügung gestellt wurde. Die Se-
quenzen der darin enthaltenen Phosphopeptide sind im Anhang in Tabelle 2 auf Seite
223 dargestellt. Der Phosphopeptid-Mix wurde für den Versuch einmal nach der in Ab-
schnitt 6.2.3 auf Seite 65 beschriebenen Methodik direkt mit 100 mM Zitronensäure auf
der Ionenfalle gemessen (Abbildung 4.5, Teil A) und einmal der optimierten Phospho-
peptidanreicherung mit TiO2 unterzogen und anschließend ebenfalls auf der Ionenfalle
gemessen (siehe Abbildung 4.5, Teil B). Wie in der Abbildung zu erkennen ist, eig-
net sich die optimierte Methode zur Phoshopeptidanreicherung mittels TiO2 auch für
mehrfachphosphorylierte Peptide. Auch höherphosphorylierte Peptide werden unter den
vorhandenen Bedingungen zuverlässig von der Titandioxid-Säule eluiert. Die in Teil A
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der Abbildung dargestellte, mit dem Peptid VNQIGpTLSESIK isobare Verunreinigung
wurde durch die Phosphopeptid-Anreicherung entfernt.
4.4 Diskussion
Nach der Optimierung der Lade-, Wasch- und Elutionsbedingungen können mit der
beschriebenen Methode der Phosphopeptidanreicherung mittels TiO2 sowohl einfach
als auch mehrfach phosphorylierte Peptide zuverlässig angereichert werden. Die Phos-
phopeptide konnten nur unter alkalischen Bedingungen vollständig von der TiO2-Säule
eluiert werden und nicht wie beabsichtigt unter sauren Bedingungen. Die Elution der
Phosphopeptide von der TiO2-Säule in einem scharfen Peak konnte auch unter verschie-
denen Bedingungen nicht erreicht werden. Vermutlich gibt es neben der Interaktion der
Phosphatgruppen mit dem TiO2-Material und hydrophoben Interaktionen der Pepti-
de weitere Interaktionen welche die Elution beeinflussen. Es wären daher noch weite-
re Untersuchungen vonnöten, um die Ursache für das Tailing der Phosphopeptide bei
der Elution von der TiO2-Säule aufzuklären. Bei einigen hydrophoben Phosphopepti-
den war zu beobachten, dass diese nach dem Anreicherungsschritt nicht mehr detektiert
werden konnten. Ursache dafür könnte eine Adsorption dieser Peptide an das Material
der PEEK-Kapillare nach der TiO2-Säule sein ähnlich dem Effekt, der bei Verwendung
einer PEEK-Fritte zum Abschluss der TiO2-Säule zu beobachten war. Die Zugabe einer
geringen Konzentration von Acetonitril bei der Elution würde diese Adsorption verrin-
gern, es wurde jedoch noch nicht untersucht, inwiefern dieser Parameter die Elution der
Phosphopeptide beeinflusst.
Die optimierte Methode für die Anreicherung der Phosphopeptide mittels TiO2 wurde
für die qualitative Analyse der Phosphorylierung von mPER1 als auch mPER2 nach
dem Verdau mit verschiedenen Proteasen verwendet, siehe Kapitel 6 ab Seite 63. Ebenso
wurde sie bei den Versuchen zur labelfreien Bestimmung des Phosphorylierungsgrades
in Kapitel 7 ab Seite 89 und bei den Experimenten zum 15N-Labeling in Kapitel 9 ab
Seite 125 und zum 18O-Labeling in Kapitel 10 ab Seite 141 verwendet. Die verwendeten
Parameter der einzelnen Schritte der Phosphopeptidanreicherung sind in Tabelle 3.1 auf
Seite 39 im Kapitel 3 ab Seite 31 zusammengefasst.
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5 Identifizierung von Interaktionspartnern
des Proteins mPER2
5.1 Material und Methoden
Für die Identifikation der Interaktionspartner von mPER2 wurde das Protein nach der
Immunopräzitipation wie in Abschnitt 3.5 beschrieben reduziert und alkyliert und an-
schließend eine Gelelektrophorese mit dem Invitrogen-Gelsystem für 45 Minuten durch-
geführt. Die Gelspur wurde anschließend in 25 Teile unterteilt. Diese wurden einzeln
mit Trypsin über Nacht verdaut. Die Proben wurden nach Extraktion aus dem Gel auf
dem Q-TOF gemessen (Arbeitsablauf siehe Abbildung 3.4, Seite 38). Nach der Daten-
prozessierung im Mascot Distiller wurde eine Suche mit Mascot Server in der Swissprot-
Datenbank (Stand August 2009) durchgeführt. Dabei waren für die Auswertung die
Optionen „bold red“, ein minimaler Peptidscore von 15 und das Standard-Scoring aus-
gewählt.
5.2 Ergebnisse
5.2.1 Identifizierte Interaktionspartner von mPER2
Wie in den Abbildungen 5.1 bis 5.3 auf den Seiten 56 bis 58 dargestellt ist, wurden bei
der Analyse des Immunopräzipitates von mPER2 Proteine gefunden, welche bekannte
Bestandteile der circadianen Uhr darstellen. In Bezug auf Abschnitt 1.6 handelt es sich
dabei um die Proteine mPER1 und mPER2, sowie mCRY1 und mCRY2, die Isoformen
δ und ϵ der Casein-Kinase I, die Casein-Kinase II und das F-Box Protein 11 (Spalte
1. Abbildung 5.1). Daneben wurden mitochondriale Proteine (Spalte 2. Abbildung 5.1),
Proteine des Endoplasmatischen Retikulum (Spalte 3. Abbildung 5.2), Stressproteine
(Spalte 4. Abbildung 5.2), Teile der zur Immunopräzipitation verwendeten Antikörper
(Spalte 5. Abbildung 5.3), sowie Proteine des Zytoskelettes (Spalte 6. Abbildung 5.3)
gefunden. Die Zahlen in der Tabelle geben dabei die Mascot Scoring-Ergebnisse für das
Protein in der jeweiligen Gelbande an.
Während der Versuche mit 15N-Labeling im Abschnitt 9 (ab Seite 125) wurden auf
Höhe der mPER2-Bande weitere Proteine identifiziert, welche im Immunopräzipitat vor-
handen waren. Die Suchen in der Proteindatenbank wurden dabei mit den gleichen Pa-
rametern und einer Swissprot-Datenbank (Stand November 2011) durchgeführt. Dabei
wurden zusätzlich folgende humane Proteine identifiziert: AP-3 complex subunit delta-
1, ATP-dependent RNA helicase A, Cingulin, Cytospin-A, Desmoglein-2, Eukaryotic
55




































































































































































































































 164 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2023 69 0 0 0 0 0 0 0 0 0
668 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
115 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
308 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
71 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
263 0 0 79 0 0 0 0 66 0 0
401 0 0 893 0 0 0 0 0 0 0
150 0 1079 368 0 0 0 0 122 0 0
0 0 385 0 0 0 0 305 0 0 0
0 0 59 0 0 0 0 459 0 180 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 688 877 0 0 0 0 0
0 0 0 0 93 121 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 152
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 111
0 0 0 0 0 0 60 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0











































































































































































































































 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 139 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 184 0 0 0 0
0 0 0 128 0 0 0 0 768 385 187
0 0 0 0 0 0 0 0 0 228 979
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 535
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
63 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 107 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 50 0 0 0 0 0
0 111 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 50 0 0 0
0 0 0 0 0 0 88 0 0 0 0
Abbildung 5.2 – Identifizierte Interaktionspartner von mPer2 Teil 2/3
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 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
227 104 83 0 0 0 0 0 0 0
987 251 161 0 0 0 248 0 0 81
138 0 95 0 0 0 97 360 346 0
268 98 82 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 80 0 0 0 0
0 0 0 0 0 65 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 111 85 0 0 0 0 0
0 0 0 192 99 0 0 0 0 0
0 0 0 67 73 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 72 0 0 0 0 0
0 0 54 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Abbildung 5.3 – Identifizierte Interaktionspartner von mPer2 Teil 3/3
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5.2 Ergebnisse
translation initiaton factor 5B, Insulin receptor substrate 4, La-related protein 1, Leu-
cine zipper protein 1, LIM and calponin homology domains-containing protein 1, LIM
domain only protein 7, Myb-binding protein 1A, Myosin phosphatase Rho-interacting
protein, Myosin-VI, Myosin-9, Myosin-10, Myosin-14, Neurabin-1, Pleckstrin homology-
like domain family B member 2, Protein flightless-1 homolog, Protein phosphatase 1
regulatory subunit 12A, Scaffold attachment factor B1, Sperm-specific antigen 2 homo-
log, Splicing factor 3B subunit 1, Supervillin, Tight junction protein ZO-2, Ubiquitin,
Ubiquitin-60S ribosomal protein L40, Uveal autoantigen with coiled-coil domains and
ankyrin repeats.
5.2.2 Verkürzte Versionen von mPER1 und mPER2
Bei den Versuchen zu den Interaktionspartnern von mPER2 wurde mPER2 bei der Ana-
lyse der Gelbanden nicht nur im Bereich der Banden 2 bis 5 (ca. 135 kDa) identifiziert;
Peptide des Proteins fanden sich außerdem noch im Bereich der Banden 8 bis 11 (ca.
67 kDa), siehe Abbildung 5.1 auf Seite 56. Bei der Untersuchung von Immunopräzipitaten
von mPER1 war der gleiche Effekt zu erkennen.
Der Fund weiterer Peptide der Period-Proteine kann verschiedene Ursachen haben.
Zum einen könnte es sich um Artefakte aus der Probenvorbereitung handeln, welche
zum Beispiel durch partielle Hydrolyse der Proteine entstehen könnten. Außerdem wäre
ein Abbau des N- oder C-Terminus in der Zelle denkbar. Um diese Ursachen für die
Bildung der kurzen Proteinvariante auszuschließen, wurde daher versucht, die kurzen
Varianten der Period-Proteine mit einer möglichst hohen Sequenzabdeckung zu ana-
lysieren. Dafür wurden die Gelbanden im Bereich von ca. 67 kDa einer Analyse mittels
Multiproteaseverdau unterzogen, welche auch bei den „normalen“ Varianten von mPER1
und mPER2 durchgeführt wurde. Dabei kamen am Q-TOF neben der standardmäßig
verwendeten datenabhängigen MS2-Fragmentierung auch Einschlusslisten von identifi-
zierten Peptiden eines Trypsinverdaus der „normalen“ Proteinvariante zum Einsatz.
Für beide Varianten der Proteine wurden die Daten der Messungen in Pepview zu-
sammengeführt. Es wurde ein Mascot-Score von mindestens 20 verwendet. Wie in Abbil-
dung 5.4 (Seite 60) für mPER1 und in Abbildung 5.5 (Seite 61) für mPER2 ersichtlich
ist, lassen sich bei den „verkürzten“ Varianten der Proteine Peptide im N-terminalen
und C-terminalen Bereich des Proteins identifizieren. Im mittleren Bereich der Protein-
sequenz hingegen finden sich keine Peptide. Die Peptide, die in den N- und C-terminalen
Bereichen der kurzen Varianten der Proteine ermittelt wurden, hatten hohe Mascot-
Scores. Dies traf auch auch die Peptide im C-terminalen Bereich der kurzen Variante
von mPER1 (Teil B von Abbildung 5.4) zu. Die dort identifizierten Peptide hatten einen
Mascot-Score von 30 bis 100 und zeigten die gleichen Fragmentspektren wie in den lan-
gen Varianten. Dies ist ein Indiz dafür, dass die dort identifizierten Peptide tatsächlich
zu einer verkürzten Variante der Period-Proteine gehören.
Diese alternative Variante der Period-Proteine kann in der Zelle durch verschiedene
Mechanismen gebildet werden. Denkbar wären zum Beispiel ein alternatives Splicing
des Proteins, andere Modifikationen auf mRNA-Ebene oder Prozessierung der Period-
Proteine auf Proteinebene. Die nachgewiesenen Abschnitte von mPER2 passen allerdings
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1 MSGPLEGADG GGDPRPGEPF CPGGVPSPGA PQHRPCPGPS LADDTDANSN
51 GSSGNESNGP ESRGASQRSS HSSSSGNGKD SALLETTESS KSTNSQSPSP
101 PSSSIAYSLL SASSEQDNPS TSGCSSEQSA RARTQKELMT ALRELKLRLP
151 PERRGKGRSG TLATLQYALA CVKQVQANQE YYQQWSLEEG EPCAMDMSTY
201 TLEELEHITS EYTLRNQDTF SVAVSFLTGR IVYISEQAGV LLRCKRDVFR
251 GARFSELLAP QDVGVFYGST TPSRLPTWGT GTSAGSGLKD FTQEKSVFCR
301 IRGGPDRDPG PRYQPFRLTP YVTKIRVSDG APAQPCCLLI AERIHSGYEA
351 PRIPPDKRIF TTRHTPSCLF QDVDERAAPL LGYLPQDLLG APVLLFLHPE
401 DRPLMLAIHK KILQLAGQPF DHSPIRFCAR NGEYVTMDTS WAGFVHPWSR
451 KVAFVLGRHK VRTAPLNEDV FTPPAPSPAP SLDSDIQELS EQIHRLLLQP
501 VHSSSPTGLC GVGPLMSPGP LHSPGSSSDS NGGDAEGPGP PAPVTFQQIC
551 KDVHLVKHQG QQLFIESRAK PPPRPRLLAT GTFKAKVLPC QSPNPELEVA
601 PVPDQASLAL APEEPERKET SGCSYQQINC LDSILRYLES CNIPSTTKRK
651 CASSSSYTAS SASDDDKQRA GPVPVGAKKD PSSAMLSGEG ATPRKEPVVG
701 GTLSPLALAN KAESVVSVTS QCSFSSTIVH VGDKKPPESD IIMMEDLPGL
751 APGPAPSPAP SPTVAPDPTP DAYRPVGLTK AVLSLHTQKE EQAFLNRFRD
801 LGRLRGLDTS SVAPSAPGCH HGPIPPGRRH HCRSKAKRSR HHHHQTPRPE
851 TPCYVSHPSP VPSSGPWPPP PATTPFPAMV QPYPLPVFSP RGGPQPLPPA
901 PTSVSPATFP SPLVTPMVAL VLPNYLFPTP PSYPYGVSQA PVEGPPTPAS
951 HSPSPSLPPP PLSPPHRPDS PLFNSRCSSP LQLNLLQLEE SPRTEGGAAA
1001 GGPGSSAGPL PPSEETAEPE ARLVEVTESS NQDALSGSSD LLELLLQEDS
1051 RSGTGSAASG SLGSGLGSGS GSGSHEGGST SASITRSSQS SHTSKYFGSI
1101 DSSEAEAGAA RARTEPGDQV IKCVLQDPIW LLMANADQRV MMTYQVPSRD
1151 AASVLKQDRE RLRAMQKQQP RFSEDQRREL GAVHSWVRKG QLPRALDVTA
1201 CVDCGSSVQD PGHSDDPLFS ELDGLGLEPM EEGGGEGGGC GVGGGGGDGG
1251 EEAQTQIGAK GSSSQDSAME EEEQGGGSSS PALPAEENST SKGGRADPAF
1301 LYKVVDLEGP RFEGKPIPNP LLGLDSTRTG HHHHHH






























1 MSGPLEGADG GGDPRPGEPF CPGGVPSPGA PQHRPCPGPS LADDTDANSN
51 GSSGNESNGP ESRGASQRSS HSSSSGNGKD SALLETTESS KSTNSQSPSP
101 PSSSIAYSLL SASSEQDNPS TSGCSSEQSA RARTQKELMT ALRELKLRLP
151 PERRGKGRSG TLATLQYALA CVKQVQANQE YYQQWSLEEG EPCAMDMSTY
201 TLEELEHITS EYTLRNQDTF SVAVSFLTGR IVYISEQAGV LLRCKRDVFR
251 GARFSELLAP QDVGVFYGST TPSRLPTWGT GTSAGSGLKD FTQEKSVFCR
301 IRGGPDRDPG PRYQPFRLTP YVTKIRVSDG APAQPCCLLI AERIHSGYEA
351 PRIPPDKRIF TTRHTPSCLF QDVDERAAPL LGYLPQDLLG APVLLFLHPE
401 DRPLMLAIHK KILQLAGQPF DHSPIRFCAR NGEYVTMDTS WAGFVHPWSR
451 KVAFVLGRHK VRTAPLNEDV FTPPAPSPAP SLDSDIQELS EQIHRLLLQP
501 VHSSSPTGLC GVGPLMSPGP LHSPGSSSDS NGGDAEGPGP PAPVTFQQIC
551 KDVHLVKHQG QQLFIESRAK PPPRPRLLAT GTFKAKVLPC QSPNPELEVA
601 PVPDQASLAL APEEPERKET SGCSYQQINC LDSILRYLES CNIPSTTKRK
651 CASSSSYTAS SASDDDKQRA GPVPVGAKKD PSSAMLSGEG ATPRKEPVVG
701 GTLSPLALAN KAESVVSVTS QCSFSSTIVH VGDKKPPESD IIMMEDLPGL
751 APGPAPSPAP SPTVAPDPTP DAYRPVGLTK AVLSLHTQKE EQAFLNRFRD
801 LGRLRGLDTS SVAPSAPGCH HGPIPPGRRH HCRSKAKRSR HHHHQTPRPE
851 TPCYVSHPSP VPSSGPWPPP PATTPFPAMV QPYPLPVFSP RGGPQPLPPA
901 PTSVSPATFP SPLVTPMVAL VLPNYLFPTP PSYPYGVSQA PVEGPPTPAS
951 HSPSPSLPPP PLSPPHRPDS PLFNSRCSSP LQLNLLQLEE SPRTEGGAAA
1001 GGPGSSAGPL PPSEETAEPE ARLVEVTESS NQDALSGSSD LLELLLQEDS
1051 RSGTGSAASG SLGSGLGSGS GSGSHEGGST SASITRSSQS SHTSKYFGSI
1101 DSSEAEAGAA RARTEPGDQV IKCVLQDPIW LLMANADQRV MMTYQVPSRD
1151 AASVLKQDRE RLRAMQKQQP RFSEDQRREL GAVHSWVRKG QLPRALDVTA
1201 CVDCGSSVQD PGHSDDPLFS ELDGLGLEPM EEGGGEGGGC GVGGGGGDGG
1251 EEAQTQIGAK GSSSQDSAME EEEQGGGSSS PALPAEENST SKGGRADPAF
1301 LYKVVDLEGP RFEGKPIPNP LLGLDSTRTG HHHHHH














overall : 119 4781.5
B
A mPER1 normale Variante B mPER1 kurze Variante
Abbildung 5.4 – Pepview-Übersicht der Varianten von mPER1, Mascot-Score ≥20; der
kurzen Variante (B) fehlen Peptide im mittleren Bereich des Proteins,





















1 MNGYVDFSPS PTSPTKEPGA PQPTQAVLQE DVDMSSGSSG NENCSTGRDS
51 QGSDCDDNGK ELRMLVESSN THPSPDDAFR LMMTEAEHNP STSGCSSEQS
101 AKADAHKELI RTLKELKVHL PADKKAKGKA STLATLKYAL RSVKQVKANE
151 EYYQLLMSSE SQPCSVDVPS YSMEQVEGIT SEYIVKNADM FAVAVSLVSG
201 KILYISNQVA SIFHCKKDAF SDAKFVEFLA PHDVSVFHSY TTPYKLPPWS
251 VCSGLDSFTQ ECMEEKSFFC RVSVGKHHEN EIRYQPFRMT PYLVKVQEQQ
301 GAESQLCCLL LAERVHSGYE APRIPPEKRI FTTTHTPNCL FQAVDERAVP
351 LLGYLPQDLI ETPVLVQLHP SDRPLMLAIH KKILQAGGQP FDYSPIRFRT
401 RNGEYITLDT SWSSFINPWS RKISFIIGRH KVRVGPLNED VFAASPCPEE
451 KTPHPSVQEL TEQIHRLLMQ PVPHSGSSGY GSLGSNGSHE HLMSQTSSSD
501 SNGQEESHRR RSGIFKTSGK IQTKSHVSHE SGGQKEASVA EMQSSPPAQV
551 KAVTTIERDS SGASLPKASF PEELAYKNQP PCSYQQISCL DSVIRYLESC
601 SEAATLKRKC EFPANIPSRK ATVSPGLHSG EAARPSKVTS HTEVSAHLSS
651 LTLPGKAESV VSLTSQCSYS STIVHVGDKK PQPELETVED MASGPESLDG
701 AAGGLSQEKG PLQKLGLTKE VLAAHTQREE QGFLQRFREV SRLSALQAHC
751 QNYLQERSRA QASDRGLRNT SGLESSWKKT GKNRKLKSKR VKTRDSSEST
801 GSGGPVSHRP PLMGLNATAW SPSDTSQSSC PSAPFPTAVP AYPLPVFQAP
851 GIVSTPGTVV APPAATHTGF TMPVVPMGTQ PEFAVQPLPF AAPLAPVMAF
901 MLPSYPFPPA TPNLPQAFLP SQPHFPAHPT LASEITPASQ AEFPSRTSTL
951 RQPCACPVTP PAGTVALGRA SPPLFQSRGS SPLQLNLLQL EEAPEGSTGA
1001 AGTLGTTGTA ASGLDCTSGT SRDRQPKAPP TCNEPSDTQN SDAISTSSDL
1051 LNLLLGEDLC SATGSALSRS GASATSDSLG SSSLGFGTSQ SGAGSSDTSH
1101 TSKYFGSIDS SENNHKAKMI PDTEESEQFI KYVLQDPIWL LMANTDDSIM
1151 MTYQLPSRDL QAVLKEDQEK LKLLQRSQPR FTEGQRRELR EVHPWVHTGG
1201 LPTAIDVTGC VYCESEEKGN ICLPYEEDSP SPGLCDTSEA KEEEGEQLTG
1251 PRIEAQTKGG RADPAFLYKV VDLEGPRFEG KPIPNPLLGL DSTRTGHHHH
1301 HH

























1 MNGYVDFSPS PTSPTKEPGA PQPTQAVLQE DVDMSSGSSG NENCSTGRDS
51 QGSDCDDNGK ELRMLVESSN THPSPDDAFR LMMTEAEHNP STSGCSSEQS
101 AKADAHKELI RTLKELKVHL PADKKAKGKA STLATLKYAL RSVKQVKANE
151 EYYQLLMSSE SQPCSVDVPS YSMEQVEGIT SEYIVKNADM FAVAVSLVSG
201 KILYISNQVA SIFHCKKDAF SDAKFVEFLA PHDVSVFHSY TTPYKLPPWS
251 VCSGLDSFTQ ECMEEKSFFC RVSVGKHHEN EIRYQPFRMT PYLVKVQEQQ
301 GAESQLCCLL LAERVHSGYE APRIPPEKRI FTTTHTPNCL FQAVDERAVP
351 LLGYLPQDLI ETPVLVQLHP SDRPLMLAIH KKILQAGGQP FDYSPIRFRT
401 RNGEYITLDT SWSSFINPWS RKISFIIGRH KVRVGPLNED VFAASPCPEE
451 KTPHPSVQEL TEQIHRLLMQ PVPHSGSSGY GSLGSNGSHE HLMSQTSSSD
501 SNGQEESHRR RSGIFKTSGK IQTKSHVSHE SGGQKEASVA EMQSSPPAQV
551 KAVTTIERDS SGASLPKASF PEELAYKNQP PCSYQQISCL DSVIRYLESC
601 SEAATLKRKC EFPANIPSRK ATVSPGLHSG EAARPSKVTS HTEVSAHLSS
651 LTLPGKAESV VSLTSQCSYS STIVHVGDKK PQPELETVED MASGPESLDG
701 AAGGLSQEKG PLQKLGLTKE VLAAHTQREE QGFLQRFREV SRLSALQAHC
751 QNYLQERSRA QASDRGLRNT SGLESSWKKT GKNRKLKSKR VKTRDSSEST
801 GSGGPVSHRP PLMGLNATAW SPSDTSQSSC PSAPFPTAVP AYPLPVFQAP
851 GIVSTPGTVV APPAATHTGF TMPVVPMGTQ PEFAVQPLPF AAPLAPVMAF
901 MLPSYPFPPA TPNLPQAFLP SQPHFPAHPT LASEITPASQ AEFPSRTSTL
951 RQPCACPVTP PAGTVALGRA SPPLFQSRGS SPLQLNLLQL EEAPEGSTGA
1001 AGTLGTTGTA ASGLDCTSGT SRDRQPKAPP TCNEPSDTQN SDAISTSSDL
1051 LNLLLGEDLC SATGSALSRS GASATSDSLG SSSLGFGTSQ SGAGSSDTSH
1101 TSKYFGSIDS SENNHKAKMI PDTEESEQFI KYVLQDPIWL LMANTDDSIM
1151 MTYQLPSRDL QAVLKEDQEK LKLLQRSQPR FTEGQRRELR EVHPWVHTGG
1201 LPTAIDVTGC VYCESEEKGN ICLPYEEDSP SPGLCDTSEA KEEEGEQLTG
1251 PRIEAQTKGG RADPAFLYKV VDLEGPRFEG KPIPNPLLGL DSTRTGHHHH
1301 HH













overall : 156 8227.48
B
A mPER2 normale Variante B mPER2 kurze Variante
Abbildung 5.5 – Pepview-Übersicht der Varianten von mPER2, Mascot-Score ≥20; der
kurzen Variante (B) fehlen Peptide im mittleren Bereich des Proteins,
welche bei der normalen Variante (A) identifizierbar sind.
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5 Identifizierung von Interaktionspartnern des Proteins mPER2
nicht zu bekannten Introns und Exons.
Da sich die kurzen Versionen der Period-Proteine auf der Höhe der Bande des Proteins
Cryptochrom 2 auf dem Polyacrylamid-Gel finden und in einer geringeren Konzentration
als die vollständige Variante vorliegen, gestaltet sich die Analyse der kurzen Variante
schwierig.
5.3 Diskussion
Bei der Analyse der Interaktionspartner von mPER2 wurden bekannte Interaktions-
partner des Proteins identifiziert. Für eine umfassendere Analytik der Interaktionspart-
ner wären weitere Immunopräzipationen verschiedener Proteine des circadianen Systems
sinnvoll, um so möglichst viele Komponenten, die mit diesem System interagieren, zu
identifizieren. Da bei den verschiedenen Immunopräzipationen zum Teil deutliche Unter-
schiede in den Interaktionspartner ermittelt wurden, wäre außerdem eine Durchführung
der Versuche mit mehreren Replikaten sinnvoll.
Zur Untersuchung der kurzen Proteinvarianten der Period-Proteine wäre auf LC-MS
Ebene zudem Messungen auch mit einem hochauflösenden ETD-Massenspektrometer
von Vorteil, um die Aminosäuresequenz der kurzen Variante möglichst vollständig zu er-
fassen. Möglicherweise wäre dafür weitere Fraktionierungsschritte sinnvoll, um die Tren-
nung der Proteine Period 2 und Cryptochrom 2 zu erreichen. Außerdem müsste mit cD-
NA Untersuchungen überprüft werden, ob es sich bei den verkürzten mPER-Varianten
um Splicing-Varianten handelt.
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6 Qualitative Analyse der Phosphorylierung
und anderer posttranslationaler
Modifikationen der mPER Proteine
6.1 Einleitung
6.1.1 MS-Analytik von Phosphopeptiden
Die Analyse von Phosphopeptiden weist einige Besonderheiten im Vergleich zur Ana-
lyse unmodifizierter Peptide durch massenspektrometrische Methoden auf. So tritt bei
CID-Fragmentspektren von Phosphopeptiden, welche Phosphoserin und Phosphothreo-
nin enthalten, in vielen Fällen einen starker Neutralverlust (NL) von H3PO4, entspre-
chend einer Masse von 97,9768 Da, auf. Die Intensität des Neutralverlustes hängt von
der Art des Massenanalysators (stärkeres Auftreten bei Ionenfallen), der Peptidsequenz
(Martin et al., 2005) und der Peptidladung ab. So weisen zweifach geladene Peptidionen
oftmals einen stärkeren Neutralverlust als dreifach geladene Peptidionen auf (DeGnore
und Qin, 1998; Jin et al., 2004). Der Neutralverlust ist dabei von der Existenz mobiler
Protonen am Peptidion abhängig. So zeigen Peptidionen mit vollständig mobilen Pro-
tonen einen wesentlich schwächeren Neutralverlust als solche mit nur partiell mobilen
Protonen (Martin et al., 2005). Der Neutralverlust stellt bei Fragmentspektren oftmals
das stärkste Signal dar (Tholey et al., 1999), während die anderen Fragmentionen in die-
sen Spektren oftmals nur ein schwaches Signal ergeben oder nicht zu beobachten sind.
Grund dafür ist, dass die dem Peptid zugeführte Kollisionsenergie hauptsächlich für den
Bindungsbruch am Phosphatrest verwendet wird und daher nur wenige Bindungsbrüche
am Peptid-Backbone stattfinden. Dies führt dazu, dass man zwar erkennen kann, dass
das Peptid phosphoryliert vorliegt, jedoch sind die Sequenzinformationen sehr schlecht
und eine genaue Lokalisierung der Phosphorylierungsstelle im Peptid fällt schwer oder
ist gar unmöglich. Bei mehrfach phosphorylierten Peptiden verstärkt sich dieser Effekt
durch das Auftreten mehrere Neutralverluste noch weiter. Der Neutralverlust der Phos-
phatgruppe kann aufgrund seiner typischen Masse auch für die Suche nach Phosphopep-
tiden in komplexen Mischungen genutzt werden (Huddleston et al., 1993; Schlosser et al.,
2001). Bei der Messung von Phosphopeptiden in Ionenfallen kann man Aufgrund des Ge-
räteaufbaus einen prominent auftretenden Neutralverlust erneut isolieren und nochmals
mittels CID fragmentieren (MS3) (Jin et al., 2004; Zumwalt et al., 2003). Eine Variation
dieser Methode ist Multi stage activation (MSA), welches das MS2- und MS3-Spektrum
kombiniert indem der Neutralverlust ohne weiter Isolierung in der Ionenfalle erneut zur
Fragmentierung aktiviert wird (Schroeder et al., 2004). Trotz MS3 oder MSA fällt die
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6 Qualitative Analyse der Phosphorylierung und anderer PTM der mPER Proteine
Lokalisierung von Phosphorylierungsstellen mittels CID aufgrund schlechter Fragment-
spektren oftmals schwer. Als alternative Fragmentierungsmethoden zu CID bieten sich
daher Electron capture dissociation (ECD) (Zubarev et al., 2000) und Electron transfer
dissociation (ETD) (Syka et al., 2004) an. Diese beiden nicht ergodischen Fragmentie-
rungsvarianten führen nicht zu einem Neutralverlust an der Phosphatgruppe. Die Spal-
tung am Pepid-Backbone findet zwischen dem Stickstoffatom und dem Cα-Atom der
Peptidbindung statt, was zur Bildung von c- und z-Ionen führt. ECD und ETD führen
bei einer Peptidladung von 3+ oder höher zu sehr guten Fragmentspektren, bei zwei-
fach geladenen Ionen ist die Fragmentierung schlechter (Good et al., 2007; Molina et al.,
2008). Die Phosphorylierung eines Peptids führt außerdem zu einer negativen Beeinflus-
sung des Fragmentierungsverhaltens bei ECD und ETD, siehe auch Abschnitt 6.1.2. Im
Vergleich von CID mit ECD bzw. ETD scheint CID durch seine höhere Geschwindigkeit
besser für die Phosphopeptididentifikation geeignet zu sein, während ECD und ETD
sich besser für die Lokalisierung der Phosphorylierungsstelle eignen (Stingl et al., 2006;
Sweet et al., 2009). Für die qualitative Bestimmung der Phosphorylierung wurden die
Period-Proteine daher sowohl mit der Ionenfalle und ETD als auch mit dem QTOF und
CID gemessen.
6.1.2 ETD-Fragmentierung von multiphosphorylierten Peptiden
Bei CID geht durch den Neutralverlust von Phosphorsäure viel Fragmentierungsener-
gie verloren, was in vielen Fällen zu wenigen Fragmentionen mit Sequenzinformation
führt. Durch den Einsatz von ETD erhält man daher in vielen Fällen, vor allem bei
Precursor-Ionen mit einer Ladung größer 2+ ein Fragmentspektrum mit einer sehr gu-
ten Sequenzabdeckung. Es wurde jedoch von Creese und Cooper (2008) beim Einsatz
von ECD beobachtet, dass mehrfach phosphorylierte Peptide auch bei ECD nur ein
Fragmentspektrum mit geringer Sequenzinformation liefern. Dies liegt vermutlich an der
Bildung von intramolekularen Ionenbindungen zwischen den positiv geladen basischen
Aminosäuren des Peptids und den negativ geladenen Phosphatgruppen. Das Peptid-
Backbone wird zwar durch den radikalischen Mechanismus gespalten, die Fragmente
trennen sich aber nicht voneinander. Dies ist auch bei Peptiden mit nur zwei positi-
ven Ladungen bei der Verwendung von ETD der Fall. Dieses Phänomen tritt sowohl
bei ECD, als auch bei ETD auf. Daher ist im Anschluss an die Elektronentransfer-
reaktion zudem eine schwache CID-Reaktion vonnöten, um die Fragmente zu trennen
(ETcaD), (Swaney et al., 2007). Da bei den untersuchten Period-Proteinen relativ viele
multiphosphorylierte Peptide auftreten, ist es daher notwendig, ETcaD zu verwenden,
um bei diesen Peptiden Fragmentspektren mit guter Sequenzinformation zu erreichen.
Diese werden für die genaue Lokalisierung der Phosphorylierungsstellen benötigt. Die
verwendete ETD-Ionenfalle von Agilent bietet in der Software daher die Option „Smart
Decomposition“ an, welches dieser Aktivierung entspricht. Diese Option kann entweder
nur für zweifach geladene Peptide verwendet werden oder sie erfolgt automatisch. Um
diese Aktivierung des ladungsreduzierten Precursor-Ions durchzuführen, muss das Sys-
tem jedoch den Ladungszustand des Precursors erkennen. Aufgrund der geringen Auf-
lösung der Ionenfalle gelingt dies leider nicht zuverlässig. Somit generiert das System,
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je nach Erfolg der Ladungserkennung, sowohl ETD-Fragmentspektren mit Sequenzinfor-
mation als auch ETD-Fragmentspektren, die hauptsächlich aus dem ladungsreduzierten
Precursor bestehen. Dadurch ergibt sich für die mehrfach phosphorylierten Peptide keine
zuverlässige Fragmentierung mit ETD. Folglich wurden mit ETD entsprechend wenige
mehrfach phosphorylierte Peptide identifiziert. Die Verwendung eines hochauflösenden
ETD-Massenspektrometers würde zu einer wesentlich besseren Identifizierung mehrfach
phosphorylierter Peptide führen.
6.1.3 Phosphorylierung der Period-Proteine
Nach dem aktuellen Stand vom Oktober 2011 sind in der UniProt-Datenbank (Apwei-
ler et al., 2011) für mPER1 und mPER2 der Maus keine bzw. sechzehn experimentell
ermittelten Phosphorylierungsstellen verfügbar. Die bekannten publizierten Phosphory-
lierungsstellen für die Proteine mPER1 und mPER2 (Maus) aus der UniProt-Datenbank
und von www.phosphosite.org sind in Tabelle 6.1 auf Seite 66 zusammengestellt.
6.2 Material und Methoden
6.2.1 Probenvorbereitung
Die Immunopräzipitate von mPER1 und mPER2 aus HEK293-Zellen wurden von Sabri-
na Wendt, Astrid Grudziecki und Jens Vanselow (AG Kramer, Institut für Medizinische
Immunologie, Charité Universitätsmedizin Berlin), wie in Abschnitt 3.4 auf Seite 31 be-
schrieben, vorbereitet. Die Proben befanden sich nach der Prozedur in jeweils ca. 60 µl
LDS-Proben-Puffer von Invitrogen. Anschließend wurden sie reduziert und alkyliert und
eine SDS-PAGE durchgeführt. Die den Proteinen mPER1 und mPER2 entsprechenden
Gelbanden wurden entfärbt und getrocknet. Die detailierten Schritte der Probenvorbe-
reitung sind in Abschnitt 3.5 ab Seite 33 im Kapitel Material und Methoden beschrieben.
Die so vorbereiteten Proben wurden mit den Proteasen Elastase und Trypsin bei 37 ○C
über Nacht bzw. mit Thermolysin bei 60 ○C für 3 h verdaut. Zweck des Multiprotease-
verdaus ist es, eine möglichst hohe Sequenzabdeckung an den Proteinen zu erreichen,
um möglichst alle Phosphorylierungen erfassen zu können (Schlosser et al., 2005).
6.2.2 Phosphopeptidanreicherung mittels TiO2
Die Anreicherung der Phosphopeptide von mPER1 und mPER2 wurde wie in Kapi-
tel 4 ab Seite 45 beschrieben optimiert. Für die Experimente zur qualitativen Analyse
der Phosphorylierung wurden die in Abschnitt 3.9 beschriebenen Bedingungen für die
Phosphopepitdanreicherung mittels TiO2 verwendet.
6.2.3 LC-MS Methodik
Für die qualitative Analyse und Bestimmung der phosphorylierten Aminosäuren von
mPER1 und mPER2 wurde der im Kapitel Material und Methoden in Abschnitt 3.9
65
6 Qualitative Analyse der Phosphorylierung und anderer PTM der mPER Proteine
mPER1 mPER2
S-661 (a) [S-8,S-10,T-12,S-13,T-15] 2×P (1)
S-663 (a) S-53 (2)
S-704 (b,c,d) [S-69,T-71] 1×P (3)



































(a) (Takano et al., 2004) (1) (Vanselow et al., 2006)
(b) (Wisniewski et al., 2010) (2) (Tsuchiya et al., 2009)
(c) (Yu et al., 2011) (3) (Schlosser et al., 2005)
(d) (Huttlin et al., 2010) (4) (Villen et al., 2007)
(5) (Huttlin et al., 2010)
Tabelle 6.1 – Publizierte Phosphorylierungsstellen von murinem mPER1 und mPER2
(Stand Oktober 2011); P =̂ Phosphoryliert
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auf Seite 37 beschriebene Arbeitsablauf verwendet, siehe auch Abbildung 3.6 auf Seite
41. Die Verwendung von 100 mM Citrat-Puffer bei der Elution der Phosphopeptide von
der TiO2-Säule bietet dabei eine erhöhte Recovery von mehrfach phosphorylierten Pep-
tiden. Diese würden ansonsten mit immobilisierten Eisenionen auf der TiO2-Säule sowie
der C18-Säule bei der LC-MS Messung interagieren und an diese zum Teil irreversibel
gebunden werden (Seidler et al., 2011). Die Vorteile der Citrat-Zugabe im Vergleich zu
einer herkömmlichen Injektion bei der LC-MS Messung sind in Abbildung 6.1 dargestellt.
Wie in Teil A der Abbildung zu erkennen ist, wird das 4-fach phosphorylierte Peptid
FpSIAPpSpSLDPpSNR bei der Injektion unter Standardbedingungen nur schlecht und
als breiter Peak von der C18-Säule eluiert. Bei der Injektion mit 100 mM Zitronensäure
hingegen erfolgt eine gute Elution des Peptids von der Säule (Teil B). Daher wurde bei
der Ermittlung der Phosphorylierungsstellen von mPER1 und mPER2 routinemäßig die
Probe vor der LC-MS-Messung mit 100 mM Zitronensäure bzw. Citrat-Puffer versetzt.
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, 2+ 724,83 ±0,3 Da
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A 1-4 × phosphorylierte Peptides des 7P-Mix, Injektion mit 0,1 % FA
B 1-4 × phosphorylierte Peptides des 7P-Mix, Injektion mit 100 mMCA
Abbildung 6.1 – Vergleich der Chromatographie der phosphorylierten Peptide VNQIG-
pTLSESIK 1×P (m/z = 684,84), VNQIGpTLSEpSIK 2×P (m/z = 724,83),
FpSIAPSpSLDPpSNR 3×P (m/z = 815,80) und FpSIAPpSpSLDPpSNR
4×P (m/z = 855,78) des 7P-Mix bei der LC-MS-Analytik über C18-
Säulenmaterial: Es ist eine bessere Recovery und Peakform des 4-fach
phosphorylierten Phosphopeptids bei der Injektion mit 100 mM Zitro-
nensäure zu beobachten.
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6.2.4 Datenanalyse
Die Datenanalyse erfolgte wie im Abschnitt 3.10.4 auf Seite 42 beschrieben. Für die Kar-
tierung (Mapping) der Phosphorylierungsstellen wurden Peptide mit einem Mascot-Score
von unter 15 verworfen. Bei höheren Scores wurde der Ladungszustand des Precursor-
Ions überprüft und die Qualität des MS2-Spektrums manuell validiert, um falsch positi-
ve Resultate zu reduzieren. Bei multiphosphorylierten Proteinen wurden außerdem die
Extracted-Ion-Chromatogramme (±20 ppm) der theoretischen Massen aus den Rohdaten
extrahiert. Bei mehrfach phosphorylierten Peptiden treten außerdem häufig Positionsi-
somere auf, d.h. das Peptid hat z.B. eine Einfach-Phosphorylierung, welche an verschie-
denen Serinen lokalisiert ist. Diese Positionsisomere lassen sich zum Teil über die C18-
Säule chromatographisch auftrennen. Wurden im Extracted-Ion-Chromatogramm diese
chromatographisch aufgelösten Phosphoisomere erkannt, dann wurden mit dem Mascot
Distiller soweit möglich MGF-Dateien für den Peakbereich der einzelnen Isomere erstellt
und diese gezielt analysiert. Bei den Messungen mit dem Q-TOF wurde zusätzlich eine
Suche mit PHOSM (Schlosser et al., 2007) durchgeführt, um die Phosphorylierungstellen
möglichst genau zu lokalisieren.
6.3 Ergebnisse
Durch den verwendeten Arbeitsablauf und den Verdau mit den Proteasen Elastase, Tryp-
sin und Thermolyin wurde sowohl bei mPER1, siehe Abbildung 6.2 auf Seite 69, als auch
bei mPER2, siehe Abbildung 6.4 auf Seite 71 eine hohe Sequenzabdeckung der Proteine
bezüglich der identifizierten Peptide erreicht (mPER1 >97 %, mPER2 >94 %). In den
Abbildungen sind die erfassten Sequenzbereiche der Proteine im Einbuchstabencode rot
markiert, der V5-Tag ist einfach und der Histidin-Tag zweifach unterstrichen.
6.3.1 Phosphorylierung von mPER1
Mit dem verwendeten Verfahren des Multiproteaseverdaus, kombiniert mit der Phos-
phopeptidanreicherung mittels TiO2, konnten bei mPER1 30 Phosphorylierungsstellen
lokalisiert werden (rote Serine und Threonine). Bei 3 Phosphorylierungsstellen konnte
die Phosphorylierung nicht eindeutig auf eine Aminosäure lokalisiert werden (blaue Se-
rine und Threonine). Die identifizierten Phosphorylierungsstellen sind in Abbildung 6.3
auf Seite 70 abgebildet.
6.3.2 Phosphorylierung von mPER2
Bei mPER2 konnten 42 Phosphorylierungsstellen an Serinen und Threoninen sowie eine
Tyrosinphosphorylierung lokalisiert werden (rote Serine, Threonine und Tyrosin). Bei 3
Phosphorylierungsstellen konnte die Phosphorylierung nicht eindeutig auf eine Amino-
säure lokalisiert werden (blaue Serine und Threonine). Die identifizierten Phosphorylie-
rungsstellen sind in Abbildung 6.5 auf Seite 72 abgebildet.
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1 MSGPLEGADG GGDPRPGEPF CPGGVPSPGA PQHRPCPGPS LADDTDANSN
51 GSSGNESNGP ESRGASQRSS ESRGASQRSS SALLETTESS KSTNSQSPSP
101 PSSSIAYSLL SASSEQDNPS TSGCSSEQSA RARTQKELMT ALRELKLRLP
151 PERRGKGRSG TLATLQYALA CVKQVQANQE YYQQWSLEEG EPCAMDMSTY
201 TLEELEHITS EYTLRNQDTF SVAVSFLTGR IVYISEQAGV LLRCKRDVFR
251 GARFSELLAP QDVGVFYGST TPSRLPTWGT GTSAGSGLKD FTQEKSVFCR
301 IRGGPDRDPG PRYQPFRLTP YVTKIRVSDG APAQPCCLLI AERIHSGYEA
351 PRIPPDKRIF TTRHTPSCLF QDVDERAAPL LGYLPQDLLG APVLLFLHPE
401 DRPLMLAIHK KILQLAGQPF DHSPIRFCAR NGEYVTMDTS WAGFVHPWSR
451 KVAFVLGRHK VRTAPLNEDV FTPPAPSPAP SLDSDIQELS EQIHRLLLQP
501 VHSSSPTGLC GVGPLMSPGP LHSPGSSSDS NGGDAEGPGP PAPVTFQQIC
551 KDVHLVKHQG QQLFIESRAK PPPRPRLLAT GTFKAKVLPC QSPNPELEVA
601 PVPDQASLAL APEEPERKET SGCSYQQINC LDSILRYLES CNIPSTTKRK
651 CASSSSYTAS SASDDDKQRA GPVPVGAKKD PSSAMLSGEG ATPRKEPVVG
701 GTLSPLALAN KAESVVSVTS QCSFSSTIVH VGDKKPPESD IIMMEDLPGL
751 APGPAPSPAP SPTVAPDPTP DAYRPVGLTK AVLSLHTQKE EQAFLNRFRD
801 LGRLRGLDTS SVAPSAPGCH HGPIPPGRRH HCRSKAKRSR HHHHQTPRPE
851 TPCYVSHPSP VPSSGPWPPP PATTPFPAMV QPYPLPVFSP RGGPQPLPPA
901 PTSVSPATFP SPLVTPMVAL VLPNYLFPTP PSYPYGVSQA PVEGPPTPAS
951 HSPSPSLPPP PLSPPHRPDS PLFNSRCSSP LQLNLLQLEE SPRTEGGAAA
1001 GGPGSSAGPL PPSEETAEPE ARLVEVTESS NQDALSGSSD LLELLLQEDS
1051 RSGTGSAASG SLGSGLGSGS GSGSHEGGST SASITRSSQS SHTSKYFGSI
1101 DSSEAEAGAA RARTEPGDQV IKCVLQDPIW LLMANADQRV MMTYQVPSRD
1151 AASVLKQDRE RLRAMQKQQP RFSEDQRREL GAVHSWVRKG QLPRALDVTA
1201 CVDCGSSVQD PGHSDDPLFS ELDGLGLEPM EEGGGEGGGC GVGGGGGDGG
1251 EEAQTQIGAK GSSSQDSAME EEEQGGGSSS PALPAEENST SKGGRADPAF
1301 LYKVVDLEGP RFEGKPIPNP LLGLDSTRTG HHHHH
Abbildung 6.2 – Sequenzabdeckung von murinem mPER1, Verdau mit Trypsin, Elastase,
Thermolysin, minimaler Mascot Score ≥15; Rot: Identifizierte Sequenzbe-
reiche; Schwarz: Nicht identifizierte Sequenzbereiche, Einfach unterstri-
chen: V5-Tag; Doppelt unterstrichen: Histidin-Tag
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1 MSGPLEGADG GGDPRPGEPF CPGGVPSPGA PQHRPCPGPS LADDTDANSN
51 GSSGNESNGP ESRGASQRSS ESRGASQRSS SALLETTESS KSTNSQSPSP
101 PSSSIAYSLL SASSEQDNPS TSGCSSEQSA RARTQKELMT ALRELKLRLP
151 PERRGKGRSG TLATLQYALA CVKQVQANQE YYQQWSLEEG EPCAMDMSTY
201 TLEELEHITS EYTLRNQDTF SVAVSFLTGR IVYISEQAGV LLRCKRDVFR
251 GARFSELLAP QDVGVFYGST TPSRLPTWGT GTSAGSGLKD FTQEKSVFCR
301 IRGGPDRDPG PRYQPFRLTP YVTKIRVSDG APAQPCCLLI AERIHSGYEA
351 PRIPPDKRIF TTRHTPSCLF QDVDERAAPL LGYLPQDLLG APVLLFLHPE
401 DRPLMLAIHK KILQLAGQPF DHSPIRFCAR NGEYVTMDTS WAGFVHPWSR
451 KVAFVLGRHK VRTAPLNEDV FTPPAPSPAP SLDSDIQELS EQIHRLLLQP
501 VHSSSPTGLC GVGPLMSPGP LHSPGSSSDS NGGDAEGPGP PAPVTFQQIC
551 KDVHLVKHQG QQLFIESRAK PPPRPRLLAT GTFKAKVLPC QSPNPELEVA
601 PVPDQASLAL APEEPERKET SGCSYQQINC LDSILRYLES CNIPSTTKRK
651 CASSSSYTAS SASDDDKQRA GPVPVGAKKD PSSAMLSGEG ATPRKEPVVG
701 GTLSPLALAN KAESVVSVTS QCSFSSTIVH VGDKKPPESD IIMMEDLPGL
751 APGPAPSPAP SPTVAPDPTP DAYRPVGLTK AVLSLHTQKE EQAFLNRFRD
801 LGRLRGLDTS SVAPSAPGCH HGPIPPGRRH HCRSKAKRSR HHHHQTPRPE
851 TPCYVSHPSP VPSSGPWPPP PATTPFPAMV QPYPLPVFSP RGGPQPLPPA
901 PTSVSPATFP SPLVTPMVAL VLPNYLFPTP PSYPYGVSQA PVEGPPTPAS
951 HSPSPSLPPP PLSPPHRPDS PLFNSRCSSP LQLNLLQLEE SPRTEGGAAA
1001 GGPGSSAGPL PPSEETAEPE ARLVEVTESS NQDALSGSSD LLELLLQEDS
1051 RSGTGSAASG SLGSGLGSGS GSGSHEGGST SASITRSSQS SHTSKYFGSI
1101 DSSEAEAGAA RARTEPGDQV IKCVLQDPIW LLMANADQRV MMTYQVPSRD
1151 AASVLKQDRE RLRAMQKQQP RFSEDQRREL GAVHSWVRKG QLPRALDVTA
1201 CVDCGSSVQD PGHSDDPLFS ELDGLGLEPM EEGGGEGGGC GVGGGGGDGG
1251 EEAQTQIGAK GSSSQDSAME EEEQGGGSSS PALPAEENST SKGGRADPAF
1301 LYKVVDLEGP RFEGKPIPNP LLGLDSTRTG HHHHH
Abbildung 6.3 – Identifizierte Phosphorylierungsstellen von murinem mPER1, minimaler




1 MNGYVDFSPS PTSPTKEPGA PQPTQAVLQE DVDMSSGSSG NENCSTGRDS
51 QGSDCDDNGK ELRMLVESSN THPSPDDAFR LMMTEAEHNP STSGCSSEQS
101 AKADAHKELI RTLKELKVHL PADKKAKGKA STLATLKYAL RSVKQVKANE
151 EYYQLLMSSE SQPCSVDVPS YSMEQVEGIT SEYIVKNADM FAVAVSLVSG
201 KILYISNQVA SIFHCKKDAF SDAKFVEFLA PHDVSVFHSY TTPYKLPPWS
251 VCSGLDSFTQ ECMEEKSFFC RVSVGKHHEN EIRYQPFRMT PYLVKVQEQQ
301 GAESQLCCLL LAERVHSGYE APRIPPEKRI FTTTHTPNCL FQAVDERAVP
351 LLGYLPQDLI ETPVLVQLHP SDRPLMLAIH KKILQAGGQP FDYSPIRFRT
401 RNGEYITLDT SWSSFINPWS RKISFIIGRH KVRVGPLNED VFAASPCPEE
451 KTPHPSVQEL TEQIHRLLMQ PVPHSGSSGY GSLGSNGSHE HLMSQTSSSD
501 SNGQEESHRR RSGIFKTSGK IQTKSHVSHE SGGQKEASVA EMQSSPPAQV
551 KAVTTIERDS SGASLPKASF PEELAYKNQP PCSYQQISCL DSVIRYLESC
601 SEAATLKRKC EFPANIPSRK ATVSPGLHSG EAARPSKVTS HTEVSAHLSS
651 LTLPGKAESV VSLTSQCSYS STIVHVGDKK PQPELETVED MASGPESLDG
701 AAGGLSQEKG PLQKLGLTKE VLAAHTQREE QGFLQRFREV SRLSALQAHC
751 QNYLQERSRA QASDRGLRNT SGLESSWKKT GKNRKLKSKR VKTRDSSEST
801 GSGGPVSHRP PLMGLNATAW SPSDTSQSSC PSAPFPTAVP AYPLPVFQAP
851 GIVSTPGTVV APPAATHTGF TMPVVPMGTQ PEFAVQPLPF AAPLAPVMAF
901 MLPSYPFPPA TPNLPQAFLP SQPHFPAHPT LASEITPASQ AEFPSRTSTL
951 RQPCACPVTP PAGTVALGRA SPPLFQSRGS SPLQLNLLQL EEAPEGSTGA
1001 AGTLGTTGTA ASGLDCTSGT SRDRQPKAPP TCNEPSDTQN SDAISTSSDL
1051 LNLLLGEDLC SATGSALSRS GASATSDSLG SSSLGFGTSQ SGAGSSDTSH
1101 TSKYFGSIDS SENNHKAKMI PDTEESEQFI KYVLQDPIWL LMANTDDSIM
1151 MTYQLPSRDL QAVLKEDQEK LKLLQRSQPR FTEGQRRELR EVHPWVHTGG
1201 LPTAIDVTGC VYCESEEKGN ICLPYEEDSP SPGLCDTSEA KEEEGEQLTG
1251 PRIEAQTKGG RADPAFLYKV VDLEGPRFEG KPIPNPLLGL DSTRTGHHHH
1301 HH
Abbildung 6.4 – Sequenzabdeckung von murinem mPER2, Verdau mit Trypsin, Elastase,
Thermolysin, Chymotrypsin, minimaler Mascot Score ≥15; Rot: Identi-
fizierte Sequenzbereiche; Schwarz: Nicht identifizierte Sequenzbereiche,
Einfach unterstrichen: V5-Tag; Doppelt unterstrichen: Histidin-Tag
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1 MNGYVDFSPS PTSPTKEPGA PQPTQAVLQE DVDMSSGSSG NENCSTGRDS
51 QGSDCDDNGK ELRMLVESSN THPSPDDAFR LMMTEAEHNP STSGCSSEQS
101 AKADAHKELI RTLKELKVHL PADKKAKGKA STLATLKYAL RSVKQVKANE
151 EYYQLLMSSE SQPCSVDVPS YSMEQVEGIT SEYIVKNADM FAVAVSLVSG
201 KILYISNQVA SIFHCKKDAF SDAKFVEFLA PHDVSVFHSY TTPYKLPPWS
251 VCSGLDSFTQ ECMEEKSFFC RVSVGKHHEN EIRYQPFRMT PYLVKVQEQQ
301 GAESQLCCLL LAERVHSGYE APRIPPEKRI FTTTHTPNCL FQAVDERAVP
351 LLGYLPQDLI ETPVLVQLHP SDRPLMLAIH KKILQAGGQP FDYSPIRFRT
401 RNGEYITLDT SWSSFINPWS RKISFIIGRH KVRVGPLNED VFAASPCPEE
451 KTPHPSVQEL TEQIHRLLMQ PVPHSGSSGY GSLGSNGSHE HLMSQTSSSD
501 SNGQEESHRR RSGIFKTSGK IQTKSHVSHE SGGQKEASVA EMQSSPPAQV
551 KAVTTIERDS SGASLPKASF PEELAYKNQP PCSYQQISCL DSVIRYLESC
601 SEAATLKRKC EFPANIPSRK ATVSPGLHSG EAARPSKVTS HTEVSAHLSS
651 LTLPGKAESV VSLTSQCSYS STIVHVGDKK PQPELETVED MASGPESLDG
701 AAGGLSQEKG PLQKLGLTKE VLAAHTQREE QGFLQRFREV SRLSALQAHC
751 QNYLQERSRA QASDRGLRNT SGLESSWKKT GKNRKLKSKR VKTRDSSEST
801 GSGGPVSHRP PLMGLNATAW SPSDTSQSSC PSAPFPTAVP AYPLPVFQAP
851 GIVSTPGTVV APPAATHTGF TMPVVPMGTQ PEFAVQPLPF AAPLAPVMAF
901 MLPSYPFPPA TPNLPQAFLP SQPHFPAHPT LASEITPASQ AEFPSRTSTL
951 RQPCACPVTP PAGTVALGRA SPPLFQSRGS SPLQLNLLQL EEAPEGSTGA
1001 AGTLGTTGTA ASGLDCTSGT SRDRQPKAPP TCNEPSDTQN SDAISTSSDL
1051 LNLLLGEDLC SATGSALSRS GASATSDSLG SSSLGFGTSQ SGAGSSDTSH
1101 TSKYFGSIDS SENNHKAKMI PDTEESEQFI KYVLQDPIWL LMANTDDSIM
1151 MTYQLPSRDL QAVLKEDQEK LKLLQRSQPR FTEGQRRELR EVHPWVHTGG
1201 LPTAIDVTGC VYCESEEKGN ICLPYEEDSP SPGLCDTSEA KEEEGEQLTG
1251 PRIEAQTKGG RADPAFLYKV VDLEGPRFEG KPIPNPLLGL DSTRTGHHHH
1301 HH
Abbildung 6.5 – Identifizierte Phosphorylierungsstellen von murinem mPER2, minimaler




6.3.3 Vergleich der Phosphorylierung von mPER1 und mPER2
Um die Lokalisierung der Phosphorylierungen von mPER1 und mPER2 besser verglei-
chen zu können, wurde mit Hilfe der Software ClustalX ein Sequence-Alignment von
mPER1 und mPER2 vorgenommen. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 6.6 und 6.7
dargestellt. Innerhalb der geschweifte Klammern sind die Peptide markiert, welche mehr-
fache Phosphorylierungen enthalten. Die Peptide von mPER1 sind dabei mit Großbuch-
staben, die Peptide von mPER2 mit Kleinbuchstaben gekennzeichnet. Mehrfach phos-
phorylierte Peptide, die Bereiche abdecken, die sowohl bei mPER1, als auch bei mPER2
phosphoryliert sind, sind mit Zahlen gekennzeichnet. Für diese wurden Extracted-Ion-
Chromatogramme für die theoretischen Massen verschiedener Phosphorylierungszustän-
de erstellt, um das Vorhandensein von Phosphoisomeren zu überprüfen. Eine Zuord-
nung der Peptide zu den Extracted-Ion-Chromatogrammen ist in Tabelle 6.2 auf Seite
73 zu finden. Die Extracted-Ion-Chromatogramme der zwischen mPER1 und mPER2
sequenzkonservierten Phosphorylierungsstellen sind auf den Seiten 77 bis 82 dargestellt,
die weiteren Extracted-Ion-Chromatogramme finden sich im Anhang auf den Seiten 206
bis 221. Im Anhang ist ebenfalls ein Sequenz-Abgleich (Sequence alignment) mit Angabe
der Ähnlichkeit der einzelnen Aminosäuren in den Abbildungen 1 und 2 auf den Seiten
204 und 205 abgebildet.
Cluster Protein Abbildung
1 mPER1 & mPER2 6.8 & 6.9 (Seiten 77–78)
2 mPER1 & mPER2 6.10 & 6.11 (Seiten 79–80)
3 mPER1 & mPER2 6.12 & 6.13 (Seiten 81–82)
A mPER1 3 (Seite 206)
B mPER1 4 (Seite 207)
C mPER1 5 (Seite 208)
D mPER1 6 (Seite 209)
E mPER1 7 (Seite 210)
a mPER2 8 (Seite 211)
b mPER2 9 (Seite 212)
c mPER2 10 (Seite 213)
d mPER2 11 (Seite 214)
e mPER2 12 (Seite 215)
f mPER2 13 (Seite 216)
g mPER2 14 (Seite 217)
h mPER2 15 (Seite 218)
i mPER2 16 (Seite 219)
j mPER2 17 (Seite 220)
k mPER2 18 (Seite 221)
Tabelle 6.2 – Verzeichnis der EICs der Phosphoisomere mehrfach phosphorylierter Peptide
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Abbildung 6.7 – Multiphosphorylierte Peptide von mPER1 und mPER2 (Teil 2)
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6 Qualitative Analyse der Phosphorylierung und anderer PTM der mPER Proteine
6.3.4 Phosphoisomere multiphosphorylierter Stellen von mPER1 und
mPER2
Phosphorylierungcluster 1
Der mit der Nummer 1 bezeichnete Phosphorylierungscluster von mPER1 und mPER2
beinhaltet die sogenannte FASPS-Site. FASPS bezeichnet das „Familial advanced sleep
phase syndrome“ eine autosomal dominante Krankheit, welcher eine Punktmutation von
Serin 662 des humanen Proteins Period 2 zu Grunde liegt. Dabei ist das Serin 662
in der Casein-Kinase-Iϵ-Bindungsregion durch ein Glycin ersetzt, was in vitro zu einer
Hypophosphorylierung von hPER2 führt (Toh et al., 2001). Symptom dieser Krankheit
ist ein um vier Stunden nach vorne verschobener Schlaf-Wach-Zyklus. Daher ist die
Phosphorylierung dieser Region von besonderem wissenschaftlichem Interesse.
Der Bereich um die FASPS-Site ist sowohl bei mPER1 (Abbildung 6.8 auf der nächs-
ten Seite) als auch bei mPER2 (Abbildung 6.9 auf Seite 78) relativ stark phosphoryliert.
Bei beiden Proteinen wurde das tryptische Peptid im zwei- bis fünffach phosphorylier-
ten Zustand beobachtet. Das fünffach phosphorylierte Peptid weist trotz der verbes-
serten LC-Methodik aufgrund der starken Phosphorylierung eine sehr breite Peakform
auf. Beim zweifach bis vierfach phosphorylierten Zustand des Peptids sind durch die
HPLC aufgetrennte Phosphoisomere zu beobachten. Soweit möglich, wurden die Phos-
phorylierungsstellen der Isomere bestimmt. Dies ist in den entsprechenden Abbildungen
eingetragen. Rot und blau markierte Aminosäuren stellen dabei lokalisierte bzw. nicht
exakt lokalisierte Phosphorylierungsstellen dar. Es ist derzeit nicht geklärt, ob die Phos-
phoisomere eine biologische Bedeutung haben.
Phosphorylierungcluster 2
Beim Phosphorylierungscluster 2, welcher sowohl bei mPER1 als auch bei mPER2 auf-
trat, war dieser bei mPER1 im einfach und zweifach phosphorylierten Zustand identi-
fizierbar. Bei mPER2 war das Peptid aufgrund einer anderen Proteasespaltstelle höher
phosphoryliert (2- bis 4-fach). Für den gemeinsamen Sequenzabschnitt beider Peptide
war eine zusätzliche Phosphorylierung bei mPER2 zu beobachten. Es ist nicht geklärt,
ob diese Phosphorylierung bei mPER1 nicht auftritt, oder ob sich dies nur für die vorlie-
gende Probe so darstellt. Durch die LC aufgetrennte Phosphoisomere waren bei diesem
Phosphorylierungscluster nicht zu beobachten.
Phosphorylierungcluster 3
Beim dritten gemeinsamen Phosphorylierungscluster waren die identifizierten Peptide
für mPER1 und mPER2 jeweils im ein- bis dreifach phosphorylierten Zustand vorhan-
den. Für den einfach phosphorylierten Zustand sind ebenfalls wie bei den ersten beiden
Phosphorylierungsclustern durch die LC aufgetrennte Phosphoisomere zu beobachten.
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+ESI Scan Frag=175.0V 0389_QTOF_5750.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 23.5 24 24.5 25 25.5 26 26.5 27 27.5 28 28.5 29 29.5 30 30.5 31 31.5 32 32.5 33 33.5 34 34.5 35 35.5 36 36.5 37 37.5 
0x phosphoryliert m/z 808,7286 ±20ppm
1x phosphoryliert m/z 835,3840 ±20ppm
2x phosphoryliert m/z 862,0394 ±20ppm
3x phosphoryliert m/z 888.6948 ±20ppm
4x phosphoryliert m/z 915,3503 ±20ppm





































+ESI EIC(942.0057) Scan Frag=175.0V 0389_QTOF_5750.d  





5x phosphoryliert m/z 942,0057 ±20ppm
1. AESVVSVTSQCSFSSTIVHVGDK
4x phosphoryliert m/z 915,3503 ±20ppm
1. AESVVSVTSQCSFSSTIVHVGDK
2. AESVVSVTSQCSFSSTIVHVGDK




2x phosphoryliert m/z 862,0394 ±20ppm
1. AESVVSVTSQCSFSSTIVHVGDK









A 2× phosphorylierte Peptide C 4× phosphorylierte Peptide
B 3× phosphorylierte Peptide D 5× phosphoryliertes Peptid
Abbildung 6.8 – Analyse der Phosphoisomere von AESVVSVTSQCSFSSTIVHVGDK
von mPER1 (1×Carbamidomethylierung); für die zwei- bis vierfach-phos-
phorylierten Peptidspezies sind chromatographisch getrennte Positionsi-
somere identifizierbar.
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+ESI Scan Frag=175.0V 0369_QTOF_5425.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 21.5 22 22.5 23 23.5 24 24.5 25 25.5 26 26.5 27 27.5 28 28.5 29 29.5 30 
0x phosphoryliert m/z 818,7321 ±20ppm
1x phosphoryliert m/z 845,3875±20ppm
2x phosphoryliert m/z 872,0430 ±20ppm
3x phosphoryliert m/z 898,6984 ±20ppm
4x phosphoryliert m/z 925,3539±20ppm

































+ESI EIC(952.009) Scan Frag=175.0V 0369_QTOF_5425.d  
Counts vs. Acquisition Time (min) 21.5 22 22.5 23 23.5 24 24.5 25 25.5 26 26.5 27 27.5 28 28.5 29 29.5 30 
2x phosphoryliert m/z 872,0430 ±20ppm
1. AESVVSLTSQCSYSSTIVHVGDK
3x phosphoryliert m/z 898,6984 ±20ppm
1. AESVVSLTSQCSYSSTIVHVGDK, kein MS2
2. AESVVSLTSQCSYSSTIVHVGDK 
4x phosphoryliert m/z 925,3539±20ppm
1. AESVVSLTSQCSYSSTIVHVGDK
2. AESVVSLTSQCSYSSTIVHVGDK
5x phosphoryliert m/z 952,0093 ±20ppm











A 2× phosphoryliertes Peptid C 4× phosphorylierte Peptide
B 3× phosphorylierte Peptide D 5× phosphoryliertes Peptid
Abbildung 6.9 – Analyse der Phosphoisomere von AESVVSLTSQCSYSSTIVHVGDK von
mPER2 (1×Carbamidomethylierung); für die drei- bis vierfach-phospho-

















+ESI Scan Frag=175.0V 0391_QTOF_5780.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 9.5 10 10.5 11 11.5 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 
0x phosphoryliert m/z 598,2799 ±20ppm
1x phosphoryliert m/z 638,2630 ±20ppm 

















+ESI EIC(678.246) Scan Frag=175.0V 0391_QTOF_5780.d  
Counts vs. Acquisition Time (min) 9.5 10 10.5 11 11.5 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 
A
B
1x phosphoryliert m/z 638,2630 ±20ppm  
1. FNSRCSSPLQ




A 1× phosphoryliertes Peptid
B 2× phosphoryliertes Peptid
Abbildung 6.10 – Analyse der Phosphoisomere von FNSRCSSPLQ von mPER1
(1×Carbamidomethylierung); Es sind keine chromatographisch aufge-
trennten Phosphoisomere identifizierbar.
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+ESI Scan Frag=175.0V 0041_QTOF_0497.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 23.5 24 24.5 25 25.5 26 26.5 27 27.5 28 28.5 29 29.5 30 30.5 31 31.5 32 32.5 
0x phosphoryliert m/z   614,3391 ±20ppm
1x phosphoryliert m/z   640,9946 ±20ppm
2x phosphoryliert m/z   667,6500 ±20ppm
3x phosphoryliert m/z   694,3055 ±20ppm





























+ESI EIC(720.961) Scan Frag=175.0V 0041_QTOF_0497.d  
Counts vs. Acquisition Time (min) 23.5 24 24.5 25 25.5 26 26.5 27 27.5 28 28.5 29 29.5 30 30.5 31 31.5 32 32.5 
2x phosphoryliert m/z   667,6500 ±20ppm
1. RASPPLFQSRGSSPLQL
3x phosphoryliert m/z   694,3055 ±20ppm
1. RASPPLFQSRGSSPLQL








A 2× phosphoryliertes Peptid C 4× phosphoryliertes Peptid
B 3× phosphoryliertes Peptid
Abbildung 6.11 – Analyse der Phosphoisomere von RASPPLEQSRGSSPLQL von
mPER2; beim zweifach phosphorylierten Peptid sind möglicherweise
Phosphoisomere vorhanden. Beim drei- und vierfach-phosphorylierten















+ESI Scan Frag=175.0V 0389_QTOF_5750.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 16.5 17 17.5 18 18.5 19 19.5 20 20.5 21 21.5 22 22.5 23 23.5 24 24.5 
0x phosphoryliert m/z   815,8708 ±20ppm
1x phosphoryliert m/z   855,8540 ±20ppm
2x phosphoryliert m/z   895,8371 ±20ppm
























+ESI EIC(935.820) Scan Frag=175.0V 0389_QTOF_5750.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 16.5 17 17.5 18 18.5 19 19.5 20 20.5 21 21.5 22 22.5 23 23.5 24 24.5 
1x phosphoryliert m/z   855,8540 ±20ppm
1. YFGSIDSSEAEAGAAR
2. YFGSIDSSEAEAGAAR
2x phosphoryliert m/z   895,8371 ±20ppm
1. YFGSIDSSEAEAGAAR









A 1× phosphorylierte Peptide C 3× phosphoryliertes Peptid
B 2× phosphoryliertes Peptid
Abbildung 6.12 – Analyse der Phosphoisomere von YFGSIDSSEAEAGAAR von mPER1;
beim einfach phosphorylierten Peptid sind chromatographisch aufge-
trennte Peptide zu erkennen, beim zweifach phosphorylierten Peptid
könnte der breite Peak ebenfalls auf Isomere hindeuten, Beim dreifach
phosphorylierten Peptid sind keine aufgetrennten Phosphosiomere zu
identifizieren.
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+ESI Scan Frag=175.0V 0369_QTOF_5425.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 19 19.5 20 20.5 21 
0x phosphoryliert m/z   499,8917 ±20ppm
1x phosphoryliert m/z   526,5471 ±20ppm
2x phosphoryliert m/z   553,2026 ±20ppm

























+ESI EIC(579.858) Scan Frag=175.0V 0369_QTOF_5425.d  
Counts vs. Acquisition Time (min) 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 19 19.5 20 20.5 21 
1x phosphoryliert m/z   526,5471 ±20ppm
1. YFGSIDSSENNHK, kein MS2
2. YFGSIDSSENNHK, kein MS2
2x phosphoryliert m/z   553,2026 ±20ppm
1. YFGSIDSSENNHK, kein MS2
2. YFGSIDSSENNHK










A 1× phosphorylierte Peptide C 3× phosphoryliertes Peptid
B 2× phosphorylierte Peptide
Abbildung 6.13 – Analyse der Phosphoisomere von YFGSIDSSFNNHK von mPER2;
beim ein- und zweifach phosphorylierten Peptid sind chromatographisch
aufgetrennte Peptide zu erkennen. Beim dreifach phosphorylierten Pep-
tid sind keine aufgetrennte Phosphosiomere identifizierbar.
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6.3.5 Weitere mögliche gemeinsame Phosphorylierungscluster
Es gibt in der Sequenz von mPER1 und mPER2 weitere Abschnitte, die sequenzkonser-
viert sind, und welche bei einem der Peptide im hochphosphorylierten Zustand vorliegen.
Dies ist bei den mit B und E bezeichneten Sequenzabschnitten von mPER1 (Abbildun-
gen 6.6 und 6.7, Seiten 74 und 75) der Fall. Es war jedoch bei mPER2 in diesen Bereichen
keine Phosphorylierung messbar. Nicht geklärt werden konnte, ob diese Stellen nur bei
mPER1 phosphoryliert vorliegen, oder ob die Ursache im Phosphorylierungszustand der
gemessenen Probe zu suchen ist.
6.3.6 Weitere posttranslationale Modifikationen
Neben der Phosphorylierung an Serin und Threonin treten an den mPER-Proteinen
zusätzlich weitere posttranslationale Modifikationen auf. Neben einer Tyrosinphospho-
rylierung an mPER2 wurden eine N-terminale Acetylierung an mPER1 und mPER2,
sowie eine Methylierung an mPER2 gefunden.
Tyrosinphosphorylierung an Y-576
Bei den Untersuchungen zur Phosphorylierung der Period-Proteine wurde an mPER2
eine Tyrosin-Phosphorylierung am Tyrosin 576 gefunden, welche in zwei Peptiden iden-
tifiziert wurde. Die MS2-Spektren der Peptide sind in Abbildung 6.14 auf Seite 84 darge-
stellt. In den Fragmentspektren ist auch das Immonium-Ion für Phosphotyrosin (m/z =
216,043) zu erkennen, welches eine zusätzliche Bestätigung für die Tyrosinphosphorylie-
rung darstellt (Steen et al., 2001), wobei das Signal im Spektrum relativ schwach ausfällt.
Bei den Fragmentspektren der Peptide ApSLPKASFPEELApYK (A) und ASFPEELA-
pYK (B) sind die intensiven y-Ionen der kollisionsinduzierten Spaltung N-terminal von
Prolin zu erkennen. Im Fragmentspektrum des Peptids ASFPEELApYK finden sich
außerdem interne a- und b-Ionen (ai4–5, bi4–5, bi4–6), welche durch eine weitere Fragmen-
tierung des y7-Ions entstehen.
N-terminale Acetylierung bei mPER1 und mPER2
Sowohl bei mPER1 als auch bei mPER2 wurde eine N-terminale Acetylierung detektiert.
Diese wurde ebenfalls in den Analysen beim Verdau mit verschiedenen Proteasen ermit-
telt. Die Peptide wiesen Mascot-Scores auf, die über der Homologieschwelle (Homology
threshold) bei der Datenbanksuche lagen.
Methylierung an Lysin 607 bzw. Arginin 608 bei mPER2
Bei den Messungen von mPER2 wurde durch die Suche mit Mascot Server eine mögliche
Methylierungsstelle im tryptischen Peptid YLESCSEAATLKR ermittelt. Das Peptid
wies einen hohen Mascot-Score von 68 auf und wurde sowohl bei der Direktmessung als
auch in der Waschfraktion der Phosphopeptidanreicherung mit TiO2 identifiziert. Wie
in Abbildung 6.15 auf Seite 85 zu sehen ist, weist das Peptid eine gute y-Ionen Serie auf.
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A Fragmentspektrum des Peptides ApSLPKASFPEELApYK
B Fragmentspektrum des Peptides ASFPEELApYK
Abbildung 6.14 – Fragmentspektren der Peptide ApSLPKASFPEELApYK (A) und
ASFPEELApYK (B), welche auf die Phosphorylierung des Tyrosins Y-
576 hindeuten; Beide Spektren weisen die intensiven y-Ionen der kollisi-
onsinduzierten Spaltung N-terminal von Prolin auf. Der Neutralverlust
im Spektrum A ist auf die dortige Serinphosphorylierung zurückzufüh-
ren und tritt bei y3 nicht auf. Bei Spektrum B ist außerdem das typische
Immonium-Ion des Phosphotyrosins (m/z = 216,043) zu finden. Zusätz-
lich sind durch die starke Fragmentierung an y7 interne a- und b-Ionen
(ai4–5, bi4–5, bi4–6) im Spektrum zu finden, welche durch die erneute





























889.510 422.711 337.220 811.397 
















Abbildung 6.15 – Fragmentspektrum des methylierten Peptids YLESCSEAATLKR (1×
Carbamidomethylierung); da im Fragmentspektrum das y1- bzw. das
b12-Ion nicht vorhanden sind, kann aus dem Fragmentspektrum die Me-
thylierungsstelle nicht exakt bestimmt werden, sondern nur auf K-607
oder R-608 eingeschränkt werden.
Allerdings liegen die y-Ionen im Bereich der möglichen Methylierungsstellen am Arginin
(y1-Ion) und Lysin (y2-Ion) im Bereich des Rauschens, was eine direkte Lokalisierung
der Stelle verhindert.
Es wurde im Folgenden versucht, die Methylierungsstelle mit Hilfe unterschiedlicher
Peptide zu lokalisieren. Dafür wurden von den Peptiden YLESCSEAATLKR (1× carba-
midomethyliert) und YLESCSEAATLK (1× carbamidomethyliert) Extracted-Ion-Chro-
matogramme in der jeweils unmethylierten und methylierten Variante erstellt, siehe Ab-
bildung 6.16 (Seite 86).
In den Extracted-Ion-Chromatogrammen des Peptids YLESCSEAATLKR (A) ist so-
wohl die methylierte, als auch die nichtmethylierte Variante des Peptids zu identifizie-
ren. In den Extracted-Ion-Chromatogrammen des Peptids YLESCSEAATLK (B) hin-
gegen ist nur die nichtmethylierte Variante erkennbar. Dies lässt vermuten, dass sich
die Methylierung am Arginin 608 befindet. Es ist jedoch möglich, dass sich die Me-
thylierung am Lysin 607 befindet und durch ihre Anwesenheit die proteolytische Spal-
tung C-terminal des Lysins verhindert. Dies hätte ebenfalls zur Folge, dass man nur
das Peptid YLESCSEAATLKR vorfindet und keine methylierte Spezies des Peptids
YLESCSEAATLK findet. Somit war es nicht möglich, die Methylierung auf eine Ami-
nosäure exakt zu lokalisieren. Die Position der Methylierung kann jedoch auf die Ami-
nosäuren Lysin 607 und Arginin 608 eingeschränkt werden.
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+ESI Scan Frag=175.0V 0369_QTOF_5426.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 11.5 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 19 19.5 20 20.5 
unmethyliert m/z   509,9206 ±20ppm















+ESI Scan Frag=175.0V 0369_QTOF_5426.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 11.5 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 19 19.5 20 20.5 
unmethyliert m/z   457,8869 ±20ppm




A Peptid YLESCSEAATLKR 1× carbamidomethyliert
B Peptid YLESCSEAATLK 1× carbamidomethyliert
Abbildung 6.16 – Ansatz zur Lokalisierung der Methylierung durch den Vergleich von
verschiedenen Peptiden; während beim Peptid YLESCSEAATLKR
die methylierte Form im EIC gefunden wird fehlt diese beim Peptid
YLESCSEAATLK. Dies würde auf eine Methylierung am Arginin hin-
deuten; falls die Methylierung sich am Lysin befände und die Proteolyse
behindern würde, wäre diese Annahme allerdings falsch.
6.4 Diskussion
Durch die verbesserte Methodik der Phosphopeptidanreicherung mittels TiO2 sowie
der LC-MS-Analyse gelang es, mehr Phosphorylierungstellen als bisher bekannt an den
Period-Proteinen zu identifizieren. Jedoch stellt die Analyse von multiphosphorylierten
Peptiden und insbesondere ihrer Phosphoisomere noch eine Herausforderung dar. So
weisen bislang multiphosphorylierte Peptide sowohl unter CID- als auch unter ETD-
Bedingungen mit den verwendeten Massenspektrometern schlechte Fragmentspektren
auf, durch welche sich die Lokalisierung der Phosphorylierungsstellen schwierig gestal-
tet. Hier könnte durch den Einsatz von hochauflösenden ETD-Massenspektrometern eine
bessere Analytik erreicht werden.
In Bezug für die Funktionsweise der circadianen Uhr ist die Phosphorylierung vermut-
lich für mehrere Regulationsschritte von Bedeutung. So konnten Phosphorylierungsstel-
len an mPER2 identifiziert werden, welche in Sequenzbereichen des Proteins liegen, die
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1 MNGYVDFSPS PTSPTKEPGA PQPTQAVLQE DVDMSSGSSG NENCSTGRDS
51 QGSDCDDNGK ELRMLVESSN THPSPDDAFR LMMTEAEHNP STSGCSSEQS
101 AKADAHKELI RTLKELKVHL PADKKAKGKA STLATLKYAL RSVKQVKANE
151 EYYQLLMSSE SQPCSVDVPS YSMEQVEGIT SEYIVKNADM FAVAVSLVSG
201 KILYISNQVA SIFHCKKDAF SDAKFVEFLA PHDVSVFHSY TTPYKLPPWS
251 VCSGLDSFTQ ECMEEKSFFC RVSVGKHHEN EIRYQPFRMT PYLVKVQEQQ
301 GAESQLCCLL LAERVHSGYE APRIPPEKRI FTTTHTPNCL FQAVDERAVP
351 LLGYLPQDLI ETPVLVQLHP SDRPLMLAIH KKILQAGGQP FDYSPIRFRT
401 RNGEYITLDT SWSSFINPWS RKISFIIGRH KVRVGPLNED VFAASPCPEE
451 KTPHPSVQEL TEQIHRLLMQ PVPHSGSSGY GSLGSNGSHE HLMSQTSSSD
501 SNGQEESHRR RSGIFKTSGK IQTKSHVSHE SGGQKEASVA EMQSSPPAQV
551 KAVTTIERDS SGASLPKASF PEELAYKNQP PCSYQQISCL DSVIRYLESC
601 SEAATLKRKC EFPANIPSRK ATVSPGLHSG EAARPSKVTS HTEVSAHLSS
651 LTLPGKAESV VSLTSQCSYS STIVHVGDKK PQPELETVED MASGPESLDG
701 AAGGLSQEKG PLQKLGLTKE VLAAHTQREE QGFLQRFREV SRLSALQAHC
751 QNYLQERSRA QASDRGLRNT SGLESSWKKT GKNRKLKSKR VKTRDSSEST
801 GSGGPVSHRP PLMGLNATAW SPSDTSQSSC PSAPFPTAVP AYPLPVFQAP
851 GIVSTPGTVV APPAATHTGF TMPVVPMGTQ PEFAVQPLPF AAPLAPVMAF
901 MLPSYPFPPA TPNLPQAFLP SQPHFPAHPT LASEITPASQ AEFPSRTSTL
951 RQPCACPVTP PAGTVALGRA SPPLFQSRGS SPLQLNLLQL EEAPEGSTGA
1001 AGTLGTTGTA ASGLDCTSGT SRDRQPKAPP TCNEPSDTQN SDAISTSSDL
1051 LNLLLGEDLC SATGSALSRS GASATSDSLG SSSLGFGTSQ SGAGSSDTSH
1101 TSKYFGSIDS SENNHKAKMI PDTEESEQFI KYVLQDPIWL LMANTDDSIM
1151 MTYQLPSRDL QAVLKEDQEK LKLLQRSQPR FTEGQRRELR EVHPWVHTGG
1201 LPTAIDVTGC VYCESEEKGN ICLPYEEDSP SPGLCDTSEA KEEEGEQLTG
1251 PRIEAQTKGG RADPAFLYKV VDLEGPRFEG KPIPNPLLGL DSTRTGHHHH
1301 HH
Abbildung 6.17 – Identifizierte Phosphorylierungsstellen und Methylierung (farbig mar-
kierte Buchstaben) von murinem mPER2 im Kontext bekannter Inter-
aktionsmotive (farbig unterstrichene Bereiche); Rot: lokalisierte Phos-
phorylierungsstelle; Blau: nicht exakt lokalisierte Phosphorylierungs-
stelle; Pink: nicht exakt lokalisierte Methylierungsstelle
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bekannte Bindungsdomänen darstellen, siehe Abbildung 6.17 auf Seite 87. So wurden
insbesondere im Bereich der CKIϵ- und mCRY-Bindungsdomäne, sowie im Bereich ei-
nes β-TRCP1-Interaktionsmotives, Phosphorylierungsstellen gefunden. Außerdem finden
sich in der Proteinsequenz in der Umgebung des NLS-Motivs sowie zweier NES-Motive
Phosphorylierungsstellen.Es lassen sich jedoch unter anderem aufgrund der unbekannten
3D-Struktur des Proteins keine Rückschlüsse auf eine Funktionalität der Phosphorylie-
rungsstellen ziehen. So könnten bei einem gefalteten Protein auch Phosphorylierungs-
stellen, welche nicht sequenznah an den Domainen und Motiven liegen, einen Einfluss auf
diese haben. Für die funktionelle Beschreibung der Phosphorylierungsstellen sind daher
weitere quantitative Experimente notwendig, in welchen der Einfluss verschiedener Kina-
sen und Phosphatasen auf den Phosphorylierungsstatus der Proteine beobachtet wird.
Ein erstes dieser Experimente mit überexprimierter Serine/threonine-protein phospha-
tase 2A in Kombination mit 15N-Labeling ist in Kapitel 9 ab Seite 125 gezeigt.
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7 Labelfreie Bestimmung des
Phosphorylierungsgrades
7.1 Einleitung
Die Bestimmung des Phosphorylierungsgrades bietet gegenüber der relativen Quantifizie-
rung der Phosphorylierung Vorteile. So kann man bei erstgenannter direkt den Prozent-
satz an Phosphorylierung einer bestimmten Aminosäure auf dem Protein bestimmen, bei
letzterer nur den Faktor der Veränderung der Phosphorylierung. Die Bestimmung des
Phosphorylierungsgrades kann sowohl mittels labelfreier Methoden (Steen et al., 2005)
als auch mit Hilfe von Isotopenlabeling, zum Beispiel mit SILAC (Olsen et al., 2010),
und durch den Einsatz von minimal permutierten (Winter et al., 2010) oder isotopenge-
labelten Peptiden (Zinn et al., 2009, 2010) erfolgen. Außerdem ist die Bestimmung des
Phosphorylierungsgrades bei cystein- und methioninhaltigen Peptiden durch die simul-
tane Messung von 31P-Phosphor und 32S-Schwefel mittels ICP-MS möglich (Wind et al.,
2001b).
Es lag nahe, den Ansatz von Steen et al. (2005) zur labelfreien Bestimmung des Phos-
phorylierungsgrades auf den Multiproteaseverdau zu erweitern. Durch die Analyse ver-
schiedener Peptide für eine Phosphorylierungstelle würde man so validere Werte für den
Phosphorylierungsgrad erhalten. Da ein Peptid und sein korrespondierendes Phospho-
peptid unterschiedliche Ionisierungseffizienzen besitzen, ist eine einfache Bestimmung
des Verhältnisses von nichtphosphoryliertem und phosphoryliertem Peptid anhand der
Signalintensitäten im Massenspektrum nicht möglich. Zudem kann die Phosphorylie-
rung auch eine Verschiebung des Ladungszustandes zwischen dem phosphorylierten und
nicht phosphorylierten Peptidion im Massenspektrometer bewirken. Da die Unterschiede
in der Ionisierung von Peptid zu Peptid verschieden sind, müssen sie für jedes Peptid
individuell bestimmt werden.
Daher wurden für die labelfreie Methode zur Bestimmung des Phosphorylierungsgra-
des zuerst Vorversuche durchgeführt um Korrekturfaktoren für die einzelnen Peptide zu
ermitteln, siehe Pfad A in Abbildung 7.1 auf Seite 91. Der Korrekturfaktor ist umso
genauer zu ermitteln, wenn sich die Signalverhältnisse von phosphoryliertem zu nicht-
phosphoryliertem Peptid stark unterscheiden. Da bei dem Ansatz keine Phosphopeptid-
Standards zum Einsatz kamen, wurden daher die Phosphopeptide mittels TiO2-Material
angereichert. So erhält man hauptsächlich phosphorylierte Peptide. Diese Probe wurde
im Anschluss an die Anreicherung geteilt und eine Hälfte dephosphoryliert. Die beiden
Hälften wurden anschließend nacheinander gemessen. Da die Gesamtmenge an phospho-
ryliertem und nichtphosphoryliertem Peptid in den beiden Proben gleich ist, kann man
aus den Signalverhältnissen der Messung des phosphorylierten Peptids und derer des
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dephosphorylierten Peptids den Korrekturfaktor für die Signale berechnen.
Im Anschluss an diese Vorversuche erfolgte dann die eigentliche Messung, siehe Pfad B
in Abbildung 7.1 auf Seite 91. Aus dieser kann man dann mit Hilfe des vorher ermittelten
Korrekturfaktors den Phosphorylierungsgrad berechnen.
7.2 Material und Methoden
Als Testprotein für die Messungen wurde cAMP-Dependent protein kinase catalytic sub-
unit alpha (PKA) (Biaffin GmbH & Co KG, Kassel, Germany) verwendet. Dieses Pro-
tein weist mehrere bekannte Autophosphorylierungsstellen auf, welche nahezu vollstän-
dig phosphoryliert sind. Die Messungen der Vorversuche wurden zuerst an einem 3Q-
Massenspektrometer durchgeführt. Es zeigte sich jedoch, dass die hohe Massenpräzision
des Q-TOFs und die Möglichkeit, weitere erfasste Peptide zur Ermittelung eines Kor-
rekturfaktors zu quantifizieren sich als wichtiger herausstellten, als die hohe Selektivität
und Sensitivität des 3Q-Massenspektrometers. Daher wurden alle Versuche am Q-TOF
gemessen.
Für die Vorversuche zur Bestimmung der Signalverhältnisse von phosphorylierten
und nicht phosphorylierten Peptiden wurden 20 pmol PKA mit den Proteasen Tryp-
sin, Elastase und Thermolysin im Gel verdaut. Anschließend wurden die Phosphopeptide
über TiO2 angereichert. Der Ablauf der Anreicherung entsprach dabei weitestgehend den
in Tabelle 3.1 auf Seite 39 beschriebenen Schritten. Es wurde jedoch im dritten Schritt
statt mit 100 mM Zitronensäure pH 9,5 mit 100 mM Ammoniumhydrogencarbonat-Puf-
fer, der auf pH 9,5 eingestellt war, eluiert. Die Elution erfolgte mit Ammoniumhydro-
gencarbonat, da die Aktivität der Mn2+ abhängigen λ-Phosphatase durch Zitronensäure
inhibiert wird. Dies geschieht vermutlich durch die Komplexierung der Mn2+-Ionen durch
die Zitronensäure. Den 20 µl an Eluat wurden 1 µl 10× λ-Phosphatase-Puffer (500 mM
HEPES, pH 7,5, 50 mM Dithiothreitol, 1 mM EGTA und 0,1 % BRIJ35) und 2 µl 10×
MnCl2-Lösung (20 mM) hinzugegeben und mittels Vortexmischer gemischt. Die Probe
wurde im Verhältnis 1:1 entsprechend jeweils 10 µl aufgeteilt. Der einen Hälfte wurde
1 µl Wasser und der anderen Hälfte 1 µl (400 U) λ-Phosphatase (Santa Cruz Biotechno-
logy, Inc., Santa Cruz, CA, USA) (Zhuo et al., 1993) hinzugegeben. Dann wurde für
30 Minuten bei 37 ○C dephosphoryliert. Anschließend wurde beiden Ansätzen 1,2 µl 1 M
Zitronensäure hinzugegeben und die Dephosphorylierungsreaktion somit gestoppt. Beide
Hälften wurden nacheinander am Q-TOF gemessen, siehe Pfad A in Abbildung 7.1 auf
Seite 91. Dieses Experiment wurde für jede Protease fünfmal durchgeführt und aus den
ermittelten Peakintensitäten die Korrekturfaktoren bestimmt.
Zur Bestimmung des Phosphorylierungsgrades wurde die Probe nach dem Protease-
verdau, abnehmen des Überstandes und der Extraktion aus dem Gel mit 5 % FA ohne
weitere Zwischenschritte gemessen, siehe Pfad B in Abbildung 7.1 auf Seite 91.
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Abbildung 7.1 – Arbeitsablauf für die labelfreie Bestimmung des Phosphorylierungsgra-
des; Pfad A: Vorexperimente zur Bestimmung des Signalverhältnisses
zwischen Phosphopeptid und korrespondierendem nichtphosphorylierten
Peptid, Pfad B: Messung der Probe bei der eigentlichen Quantifizierung.
7.3 Ergebnisse
Für die Dephosphorylierung wurden verschiedene Methoden getestet. Es wurde chemisch
mit 70 % Flusssäure in Pyridin und enzymatisch mit boviner alkalischer Phosphatase
(Roche Diganostics GmbH, Mannheim, Deutschland) oder λ-Phosphatase (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) dephosphoryliert. Die Wahl fiel letzten En-
des auf die λ-Phosphatase, da diese eine höhere Dephosphorylierungsaktivität als die
alkalische Phosphatase besitzt und in der Handhabung ungefährlicher als Flusssäure ist.
Für die Vorversuche wurden fünf PKA-Proben pro Protease entsprechend dem Arbeits-
ablauf nach Pfad A in Abbildung 7.1 behandelt und am Q-TOF gemessen. Anschließend
wurden die Daten mit der Software Masshunter quantitative analysis for Q-TOF aus-
gewertet und die Peakflächen des Phosphopeptids und des dephosphorylierten Peptids
sowohl für die phosphorylierte Spezies (siehe Abbildung 7.2 auf Seite 92) als auch für
die dephosphorylierte Spezies (siehe Abbildung 7.3 auf Seite 93) berechnet. Die Ergeb-
nisse sind in Tabelle 7.1 auf Seite 94 beispielhaft für eine Phosphorylierungsstelle und
Protease aufgeführt.
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A phosphoryliertes Peptid B unphosphoryliertes Peptid
Abbildung 7.2 – Extracted-Ion-Chromatogramme von TLGTpSFGR, 2+ (A) und TLGT-
SFGR, 2+ (B) nach Phosphopeptidanreicherung mit TiO2
Wie in Abschnitt 7.1 beschrieben, besitzen das phosphorylierte (P ) und das nicht-
phosphorylierte (nP ) Peptid unterschiedliche Ionisierungseffizienzen (a) und (b). Die
gemessenen Signalintensitäten I entsprechen somit unterschiedlichen Mengen an Peptid.
Die Gesamtmenge an phosphorylierten und nichtphosphorylierten Peptid in den beiden
Fraktionen ist jedoch konstant, siehe Gleichung (7.1). Daher kann man nach der De-
phosphorylierung der einen Fraktion für die Signalintensitäten das in Gleichung (7.2)
dargestellte Verhältnis herstellen. Die Signalintensitäten der Messung der phosphory-
lierten Fraktion (H2O) sind hierbei mit IH2O, die der dephosphorylierten Fraktion (λ)
mit Iλ bezeichnet.
aI(nP ) + bI(P ) = konstant (7.1)
aIλ(nP ) + bIλ(P ) = aIH2O(nP ) + bIH2O(P ) (7.2)




Iλ(nP ) − IH2O(nP )
IH2O(P ) − Iλ(P )
(7.3)
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C phosphoryliertes Peptid D unphosphoryliertes Peptid
Abbildung 7.3 – Extracted-Ion-Chromatogramme von TLGTpSFGR, 2+ (C) und TLGT-
SFGR, 2+ (D) nach Phosphopeptidanreicherung mit TiO2 und Dephos-
phorylierung mit λ-Phosphatase
Gleichung (7.4) der Korrekturfaktor k eingesetzt, welcher das das quantitative Verhält-
nis der nichtphosphorylierten Peptide in den Messungen (H2O) und (λ) darstellt. Dieses





Iλ(nP ) − k × IH2O(nP )
k × IH2O(P ) − Iλ(P )
(7.4)
Wie in Tabelle 7.1 auf Seite 94 dargestellt ist, ergibt eine Wiederholung der Experimente
einen gut reproduzierbaren Quotienten ab für die Ionisierungseffizienzen von Phosphopep-
tid und nichtphosphoryliertem Peptid. Bei den anderen Phosphorylierungsstellen stellte
sich dies ähnlich dar. Aus dem Mittelwert der Verhältnisse der Ionisierungseffizienzen ab ,
siehe Gleichung (7.4), wurde der Korrekturfaktor x für das Hauptexperiment errechnet,
siehe Gleichung (7.5). Nach dem Beispiel aus Tabelle 7.1 auf Seite 94 ergibt sich für das
arithmetische Mittel von ab :
a
b
= 1, 1623 (7.5)
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Versuch H2O λ-Phosphatase Korrekturfaktor Verhältnis
der
Ionisierung




bI I I I
0318_QTOF_4566_68 453472 15818 479 570214 1,03 1,1907
0318_QTOF_4570_72 402117 9488 650 452724 0,96 1,1502
0328_QTOF_4760_62 366937 5024 0 423742 0,93 1,2280
0328_QTOF_4764_66 344775 7259 45 390394 0,98 1,1345
0330_QTOF_4801_03 341247 7322 69 392973 1,02 1,1078
Mittelwert 1,1623
(Standardabweichung) (±0,05)
Tabelle 7.1 – Ergebnisse der Messungen zur Bestimmung des Verhältnisses der Ionisie-
rungseffizienzen a
b
für das Peptidpaar TLGTGpSFGR/TLGTGSFGR, 2+
(S-53), Verdau mit Trypsin




= 0, 8604 (7.6)
Zur eigentlichen Bestimmung des Phosphorylierungsgrades des Proteins wurde Pfad B
des Arbeitsablaufes durchgeführt, siehe Abbildung 7.1 auf Seite 91. Dabei wurden wie-
derum die Extracted-Ion-Chromatogramme für die unphosphorylierte und die phospho-
rylierte Spezies aufgenommen, siehe Abbildung 7.4 auf Seite 96. Einsetzen der mit der
Software MassHunter Quantitative Analysis for Q-TOF ermittelten Werte für die in-
tegrierten Peakflächen und des Korrekturfaktors x in Gleichung (7.6) ergab den Phos-
phorylierungsgrad des Peptids an der gemessenen Phosphorylierungsstelle, siehe Glei-
chung (7.7).
Bestimmung des Phosphorylierungsgrades PnP+P :
Phosphorylierungsgrad (%) = b × I(P )
x × b × I(nP ) + b × I(P )
× 100% (7.7)
Einsetzen der Werte aus dem Hauptexperiment ergibt:
Phosphorylierungsgrad (%) = 49156
0, 862 × 5952752 + 49156
× 100% = 0, 95% (7.8)
Die direkte Messung wurde für jede Protease einmal durchgeführt. Der Phosphorylie-
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Abbildung 7.4 – Extracted-Ion-Chromatogramme von TLGTpSFGR, 2+ (A) und TLGT-
SFGR, 2+ (B); direkte Messung im Hauptexperiment ohne vorherige
Phosphopeptidanreicherung mittels TiO2
7.4 Diskussion
Die mit der verwendeten Methode ermittelten Phosphorylierungsgrade weichen zum Teil
erheblich von den zu erwarteten Werten von ca. 95–100 % für den Phosphorylierungsgrad
an den autophosphorylierten Stellen des Proteins ab. Dies steht im Gegensatz zu den
Ergebnissen von Seidler et al. (2009), welche ebenfalls den Phosphorylierungsgrad der
PKA mit einer anderen Methode ermittelten. Zudem konnten bei den ihm Rahmen die-
ser Arbeit durchgeführten Experimenten weniger Phosphorylierungsstellen identifiziert
werden. Die Ursache dafür könnte die verwendete PKA sein.
Aus Tabelle 7.2 auf Seite 95 ist ersichtlich, dass die ermittelten Phosphorylierungsgra-
de der einzelnen Phosphorylierungsstellen zum Teil erheblich schwanken. Wie man bei-
spielsweise an der Phosphorylierungsstelle S-139 sehen kann, weicht der dort ermittelte
Phosphorylierungsgrad von 99–100 % beim Verdau mit Trypsin erheblich vom ermittel-
ten Phosphorylierungsgrad von ca. 42 % beim Verdau mit Elastase ab.
Eine mögliche Erklärung für dieses Phänomen liegt in der Beeinflussung der enzy-
matischen Proteinspaltung durch die Phosphorylierung (Thiede et al., 2000; Schlosser
et al., 2001; Steen et al., 2005). Bei der PKA werden die Phosphorylierungsstellen S-
10, S-139, T-197 und S-338 durch die Konsensus-Sequenzen RXp[S/T], R[R/K]Xp[S/T]
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und KRXXp[S/T] (X=beliebige Aminosäure) autophosphoryliert (Gnad et al., 2007).
Dies führt beim proteolytischen Verdau dieser Stellen mit Trypsin mit hoher Wahr-
scheinlichkeit zu Peptiden, bei welchen die Phosphorylierung die Protease beeinflusst.
Die enzymatische Spaltung des Proteins nach Lysin und Arginin beim proteolytischen
Verdau mit Trypsin wird dabei beeinträchtigt, wenn eine phosphorylierte Aminosäure
im Bereich von ±3 Aminosäuren um die Spaltstelle der Protease vorliegt. Dieser Vorgang
ist in Abbildung 7.5 auf Seite 97 dargestellt. Es wird vermutet, dass andere Proteasen
durch die Phosphorylierung ebenfalls in ihrer Aktivität beeinträchtigt werden.
Dies führt bei der verwendeten labelfreien Bestimmung des Phosphorylierungsgrades
vermutlich zu den schwankenden Ergebnissen für die unterschiedlichen Peptide einer
Phosphorylierungsstelle. Im Fall des Peptidpaars aus phosphoryliertem und nichtphos-
phoryliertem Peptid, welches durch die reguläre Spaltung entsteht, führt dies zu einem
falsch niedrigen Verhältnis von Phosphopeptid zu Peptid. Bei der Betrachtung des Pep-
tids, welches durch die Fehlspaltung entsteht, wird fälschlicherweise ein erhöhtes Ver-
hältnis von Phosphopeptid(Fehlspaltung) zu Peptid(Fehlspaltung) gemessen. Da man
bei der verwendeten Methode den Korrekturfaktor für die Signalintensitäten von phos-
phoryliertem und unphosphoryliertem Peptid vergleicht, führt eine Beeinträchtigung der
Proteinspaltung zu einem falsch ermittelten Korrekturfaktor. Da Elastase eine sehr ge-
ringe Spezifität bei der proteolytischen Spaltung aufweist, ist anzunehmen, dass beim
Verdau mit Elastase eher Peptide entstehen, welche von dieser Problematik betroffen
sind. Bei den in Tabelle 7.2 auf Seite 95 ermittelten Werten des Phosphorylierungsgra-
des ist zu erkennen, dass eher die Werte der Peptide, deren proteolytische Spaltstelle





Peptid:    FSEPHAR  
Peptide:    FpSEPHAR  + IGRFpSEPHAR
Spaltung durch Trypsin
Abbildung 7.5 – Behinderung der Proteaseaktivität durch die Phosphorylierung; im Bei-
spiel sind die Peptide dargestellt, die durch den tryptischen Verdau ent-
stehen, wenn das Serin an der Position S-139 von PKA unphosphoryliert
(oben) und phosphoryliert (unten) vorliegt. Es entstehen je nach Phos-
phorylierung der Aminosäure unterschiedliche Peptide, was die labelfreie
Quantifizierung verfälschen kann.
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Beim verwendeten Ansatz konnte der Phosphorylierungsgrad einer Phosphorylierungs-
stelle aufgrund des oben beschriebenen Problems nicht durch das Messen verschiedener
Peptide validiert werden. Die Methode eignet sich somit in der verwendeten Form nicht
für die zuverlässige Bestimmung des Phosphorylierungsgrades. Durch die Autophospho-
rylierung des Proteins PKA trat die Beeinflussung des proteolytischen Verdaus gehäuft
auf, weshalb das Protein als Testprotein für diese Methode hohe Ansprüche stellte. Es
könnte jedoch versucht werden, das Problem der unvollständigen Spaltung durch die
Proteasen durch veränderte Bedingungen des Verdaus zu verringern. Dafür wären je-
doch weitere Versuche mit unterschiedlicher Dauer des Verdaus und eingesetzter Menge
an Protease notwendig.
Für die Verwendung der labelfreien Bestimmung des Phosphorylierungsgrades bei
mehrfachphosphorylierten Peptiden sind bei der verwendeten Methode für ein zweifach
phosphoryliertes Peptid drei Phosphorylierungsstufen notwendig, um die Korrekturfak-
toren für die Signalintensitäten zu berechnen. Da bei den Period-Proteinen viele noch
höher phosphorylierte Peptide auftreten, wäre die Methode entsprechend sehr aufwendig
und das Risiko einer Beeinflussung der proteolytischen Spaltung durch die Phosphory-
lierung relativ hoch.







Die bei den Versuchen zur labelfreien Quantifizierung des Phosphorylierungsgrades auf-
tretenden Probleme lassen sich vermutlich hauptsächlich auf die Beeinflussung der Pro-
tease in ihrer proteolytischen Aktivität in der Nähe phosphorylierter Aminosäuren zu-
rückführen. Daneben stellt bei hochphosphorylierten Peptiden auch der Verlust dieser
Peptide durch die Adsoption an Metallatome in der HPLC ein Problem dar. Wie schon
in Abschnitt 6.1.2 auf Seite 64 gezeigt wurde, zeigen hochphosphorylierte Peptide ein
schlechtes Fragmentierungsverhalten bei CID und ETD.
Ziel war es daher, eine Methode zu schaffen, mit der man die oben genannten Pro-
bleme umgehen kann, indem man durch chemische Modifikation die „problematische“
Phosphatgruppe durch eine Gruppe ersetzt, die günstigere Eigenschaften für LC-MS
aufweist. Der theoretische Verlauf des Labelings setzt sich dabei aus drei Schritten der
chemischen Modifikation zusammen:
1. Veresterung der freien Serin- und Threoningruppen
2. Dephosphorylierung der phosphorylierten Serin- und Threoningruppen
3. Veresterung der neuen freien Serin- und Threoningruppen mit Isotopenmarkierung
Das Konzept der Isotopenmarkierung ist am Beispiel eines nichtphosphorylierten und ei-
nes phosphorylierten Serins in Abbildung 8.3 auf Seite 102 dargestellt. Die Veresterung
kann z.B. mit Acetanhydrid oder Propionsäureanhydrid erfolgen. Die Abbildung 8.1
auf Seite 100 zeigt, wie sich ein ein mehrfach phosphoryliertes Peptid welches null- bis
dreifach an drei Serinen oder Threoninen phosphoryliert ist, nach Anwendung des La-
belingkonzeptes im Extracted-Ion-Chromatogramm darstellen würde. Während die Pep-
tidvarianten im urspünglichen Zustand verschiedene Retentionszeiten aufweisen, würden
nach der Modifikation alle Varianten des Peptids auf einen Peak zusammenfallen. Daraus
würde sich der Vorteil ergeben, dass alle Varianten des Peptids im gleichen MS-Spektrum
zu detektieren wären, und dass durch die gleichen Ionisierungseffizienzen die Verhältnisse
der verschiedenen Spezies direkt aus dem MS-Spektrum zu bestimmen wären.
In Abbildung 8.2 auf Seite 101 sind die theoretischen Massenspektren für die unmodi-
fizierten und modifizierten Peptide dargestellt. Unter der Annahme, dass die verschiede-
nen Peptidspezies im Verhältnis 1:1:1:1 vorlägen, würde sich wie in der linken Hälfte von
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Abbildung 8.2 dargestellt, bei den bisherigen Methoden im MS-Spektrum eine unter-
schiedliche Signalintensität durch die ungleiche Ionisierungseffizienz bei den verschiede-
nen Phosphorylierungsgraden ergeben. Nach der chemischen Modifikation würden alle
Phosphorylierungsgrade des Peptids die gleiche Ionisierungseffizienz besitzen und das
Verhältnis der Grade zueinander wäre direkt aus dem Massenspektrum abzulesen. Dies


















Theoretische EICs 0-3P im Verhältnis 1:1:1:1 modifiziert
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A Unmodifizierte Phosphopeptide B Modifizierte Phosphopeptide
Abbildung 8.1 – Theoretische Vorteile der Isotopenmarkierung von Serin und Phosphose-
rin: Nach der Markierung fallen die verschiedenen Phosphorylierungsstu-
fen den Peptids in einen Peak, neben der Veresterung der Serine findet
eine Amidierung des N-Terminus statt.
8.2 Material und Methoden
Für die Experimente wurden Reagenzien für die Veresterung ausgewählt, welche kom-
merziell in 13C-isotopenmarkierten Varianten erhältlich sind. Ameisensäure, Essigsäure,
Acetylchlorid, Acetanhydrid, Propionsäureanhydrid, Bernsteinsäureanhydrid, O-Methyl-
isoharnstoff, Tetrahydrofuran, Dimethylformamid, Dimethylsulfoxid und Bismuth(III)-
triflat wurden von Sigma Aldrich (St. Louis, USA) gekauft. Cer(III)triflat und Cer(IV)-
triflat wurden bei Alfa Aesar GmbH & Co KG (Karlsruhe, Deutschland) erworben. Als
Testpeptide kamen der Peptidmix A und B, die AQUA-Peptide und die Peptide TWpSL
und TWpTV zur anwendung, als Protein für die Versuche wurde cAMP-Dependent Pro-
tein Kinase Catalytic Subunit Alpha (PKA) eingesetzt. Alle Reaktionen wurden in 0,2 ml
Reaktionsgefäßen der Firma Roth auf einen Eppendorf Thermoblock durchgeführt. Die
Messungen erfolgten mit dem LC-MS und dem Chipcube-Interface von Agilent am Q-
TOF-, 3Q-Massenspektrometer und der ETD-Ionenfalle beziehungsweise mit einer Pro-
xeon Nano-ESI-Quelle (mittlerweile Thermo Fisher Scientific, Walton, MA, USA) am

































































Abbildung 8.2 – Theoretische Massenspektren für die 0–3-fach phosphorylierten Peptide
bei der chemischen Isotopenmarkierung; bei den unmodifizierten Pepti-
den (linke Seite) sind die Peptide der verschiedenen Phosphorylierungs-
grade in verschiedenen Massenspektren zu finden, besitzen eine unter-
schiedliche Ionisierungseffizienz und eine Massendifferenz von 79,96 Da.
Bei den modifizierten Peptiden (rechte Seite) fallen die Peptide aller
Phosphorylierungsstufen in einem MS-Spektrum zusammen, besitzen die
gleiche Ionisierungseffizienz und eine Massendifferenz von 3,01 Da.
8.3 Ergebnisse
8.3.1 Guanidierung der freien Lysine mit O-Methylisoharnstoff zum
Homoarginin
Da die primäre Aminogruppe der Seitenkette von Lysin eine höhere Reaktivität auf-
weist als die Hydroxygruppen von Serin und Threonin, welche verestert werden sollen,
ist ein Zwischenschritt notwendig, um die Aminogruppe am Lysin unter Beibehaltung
ihrer Basizität zu schützen. Die Guanidierungsreaktion wird dabei mit einem Salz von
O-Methylisoharnstoff durchgeführt, wobei sich das Hemisulfat als geeigneter als das Hy-
drogensulfat erwiesen hat (Beardsley und Reilly, 2002).
Die Reaktionsgeschwindigkeit der Guanidierung steigt mit zunehmendem pH-Wert
(Hughes et al., 1949). Als Kompromiss zwischen Reaktionsgeschwindigkeit und Stabilität
des Proteins gilt daher ein Bereich von pH 10,5 bis 11. In Abbildung 8.4 auf Seite 103
ist die Guanidierung an Lysin dargestellt. Die Optimierung der Guanidierungsreaktion
wurde am Beispiel des Proteins PKA durchgeführt. Die Guanidierung gelang sowohl
beim Ansatz in Lösung als auch im SDS-Gel mit hoher Ausbeute.
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Abbildung 8.3 – Konzept der Isotopenmarkierung von Serin und Phosphoserin mit Ace-
tanhydrid: Im ersten Reaktionsschritt werden die freien Hydroxygrup-
pen der unphosphorylierten Serine und Threonine mit einer Carbonsäu-
re verestert. Im zweiten Reaktionsschritt wird die Phosphatgruppe mit
Flusssäure abgespalten. Im dritten Reaktionsschritt werden die nun frei-
gewordenen Hydroxygruppen an den ehemaligen Phosphoserinen und -



















60°C, pH 10,5 - 11
Abbildung 8.4 – Guanidierung von Lysin mit O-Methylisoharnstoff
In-Lösungs-Guanidierung von PKA
Beim Ansatz in Lösung wurden 20 pmol PKA (in 1,88 µl Aufbewahrungspuffer) mit
7,12 µl 0,7 % Sodiumdodecylsulfat in 100 mM NH4HCO3-Lösung pH 11 versetzt. Der pH-
Wert der Lösungs wurde zuvor mit Ammoniakwasser eingestellt. Anschließend erfolgte
die Zugabe von 1 µl 5 M O-Methylisoharnstoffhemisulfat(aq) zur Probe. Der Ansatz wur-
de 45 Minuten lang auf 60 ○C erhitzt und nach dem Abkühlen mit Nupage-Samplebuffer
versetzt. Die weitere Probenvorbereitung wurde wie in Abbildung 3.4 auf Seite 38 be-
schrieben durchgeführt. Die Guanidierung war dabei nahezu vollständig, wie am Bespiel
des Phosphopeptids KGpSEQESVKEFLAK in Teil A der Abbildung 8.5 auf Seite 104
zu sehen ist. Die Guanidierung weiterer Peptide von PKA in Lösung ist in Tabelle 8.1
auf Seite 105 aufgeführt. Dabei ist zu beachten, dass das Auftreten von nur teilweise
guanidierten Proteinen in der Datenbanksuche nicht die quantitativen Verhältnisse der
Reaktionsausbeute widerspiegelt.
In-Gel-Guanidierung von PKA
Für die In-Gel-Guanidierung von PKA wurde 20 pmol PKA (mittels ACN getrockne-
te Gelbande) verwendet. Dieses Gelstück wurde mit 40 µl einer Lösung von 1 M O-
Methylisoharnstoff in 100 mM NH4HCO3 pH 11 gequollen. Die Reaktion in der gequolle-
nen Gelbande fand bei Raumtemperatur über zwei Nächte statt. Anschließend wurde der
Überstand entfernt und verworfen. Das Gel wurde anschließend mit 100 µl einer 100 mM
NH4HCO3-Lösung bei 37 ○C und 1100 rpm für 30 Minuten im Eppendorf-Thermomixer
gewaschen. Der Überstand wurde erneut abgenommen und verworfen. Im Anschluss an
den ersten Waschschritt folgten zwei weitere Waschschritte mit 100 µl einer Mischung
von 100 mM NH4HCO3(aq) und Tetrahydrofuran im Verhältnis von 1:1, ebenfalls bei
37 ○C und 1100 rpm für 30 Minuten. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Gelbande
mit 100 µl Tetrahydrofuran geschrumpft und anschließend im Eppendorf-Concentrator
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getrocknet. Danach erfolgte ein tryptischer Verdau der Probe. Die Extraktion vor der
LC-MS-Messung erfolgte mit 100 mM Zitronensäure. Bei dem Ansatz im Gel ergab sich
ebenfalls eine nahezu vollständige Guanidierung, wie am Beispiel des Phosphopeptids
KGpSEQESVKEFLAK in Teil B der Abbildung 8.5 auf Seite 104 zu sehen ist. Die Gua-
nidierung weiterer Peptide von PKA im Gel ist in Tabelle 8.2 auf Seite 106 aufgeführt.
Durch die längere Reaktionsdauer bei der In-Gel-Guanidierung war die Ausbeute noch
etwas besser als bei der In-Lösungs-Guanidierung. Die Guanidierung im Gel muss aller-
dings bei niedrigeren Temperaturen erfolgen als die Guanidierung in Lösung, da bei









+ESI Scan Frag=175.0V 0243_QTOF_3277.d 











+ESI Scan Frag=175.0V 0241_QTOF_3250.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 19 19.5 20 20.5 21 21.5 22 22.5 23 23.5 24 24.5 25 25.5 26 26.5 27 27.5 28 28.5 29 29.5 
0x guanidiert m/z 553,9378 ±20ppm
1x guanidiert m/z 567,9450 ±20ppm
2x guanidiert m/z 581,9523 ±20ppm
*3x guanidiert m/z 595,9596 ±20ppm
KGpSEQESVKEFLAK, 3+
0x guanidiert m/z 553,9378 ±20ppm
1x guanidiert m/z 567,9450 ±20ppm
2x guanidiert m/z 581,9523 ±20ppm






A Ausbeute der Guanidierung in Lösung 60 ○C über 30 min
B Ausbeute der Guanidierung im Gel 22 ○C über 2 Nächte
Abbildung 8.5 – Guanidierung von PKA mit O-Methylisoharnstoff am Beispiel des Pep-
tids KGpSEQESVKEFLAK; dabei war das Ziel die unterstrichenen Ly-
sine zu guanidieren, die Ausbeute unter den verwendeten Bedingungen
ist dabei hoch.
8.3.2 Veresterung mit Ameisensäure und N-N’-Carbonyldiimidazol
Da die Veresterung mit nicht aktivierter Carbonsäure zu geringe Ausbeuten an Ester
ergibt, wurde in der ersten Versuchsreihe die verwendete Ameisensäure mit N -N’-Car-






























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Dazu wurden N -N’-Carbonyldiimidazol und Ameisensäure im Verhältnis 1:1 mol ge-
mischt und der Ansatz über zwei Tage bei 37 ○C inkubiert. N -N’-Carbonyldiimidazol rea-
giert mit dem Alkohol zum aktivierten Imidazolid und Imidazol unter CO2-Freisetzung.
Anschließend wurden 1,25 pmol des Aqua-Peptids SNTHPPSPDDAFR in 4 µl 5 % Tri-
fluoressigsäure (TFA) gelöst. Die Reaktion mit 10 µl der Imidazolidlösung fand für eine
Stunde bei 50 ○C statt. Der Ansatz wurde im Eppendorf-Concentrator getrocknet und
mit 10 µl 0,1 % FA 3 % ACN aufgenommen und anschließend am Q-TOF gemessen. Wie
aus Abbildung 8.6 auf Seite 107 und aus Tabelle 8.3 auf Seite 109 ersichtlich ist, ist
die Formylierung der Serine und Threonine unter den vorliegenden Bedingungen nicht
vollständig. Es findet zudem ein geringer Anteil an intramolekularer Wasserabspaltung
statt. Es wurde daher versucht, die Reaktionsbedingungen zu optimieren, um so das
Gleichgewicht der Reaktion in Richtung der Produkte zu verschieben. Bei der Tabel-
lendarstellung ist zu beachten, dass diese Form aufgrund der Übersichtlichkeit gewählt















+ESI Scan Frag=175.0V 0173_QTOF_2319.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 14 14.5 15 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 19 19.5 20 20.5 21 21.5 22 22.5 23 23.5 24 24.5 25 
SNTHPPSPDDAFR + 0x Formyl 720,8288 ±20ppm
SNTHPPSPDDAFR + 1x Formyl 734,8262 ±20ppm
SNTHPPSPDDAFR + 2x Formyl 748,8237 ±20ppm
SNTHPPSPDDAFR + 3x Formyl 762,8211 ±20ppm
*SNTHPPSPDDAFR + 4x Formyl 776,8186 ±20ppm
*SNTHPPSPDDAFR + 5x Formyl 790,8161 ±20ppm +Arg
SNTHPPSPDDAFR, 2+
*gewünschtes Produkt
Abbildung 8.6 – Veresterungsprodukte des Peptids SNTHPPSPDDAFR mit Ameisensäu-
re und N -N’-Carbonyldiimidazol; die unterstrichenen Aminosäuren sind
mögliche Ansatzpunkte der Veresterung und der Amidierung. Das N-
terminale Serin kann auch am N-Terminus unter Amidbildung reagieren
(zweiter Unterstrich). Es ist zu erkennen, dass die Ausbeute der Reaktion
relativ gering ist. Eine Reaktion am Arginin trat nicht auf.
8.3.3 Veresterung mit Bernsteinsäureanhydrid und Pyridin
Als eine Standardmethode zur Veresterung unter milden Bedingungen wird die Um-
setzung von Hydroxygruppen mit Carbonsäureanhydrid und Pyridin zum Binden von
freiwerdender Säure verwendet (Verley und Bölsing, 1901). Dazu wurde Bernsteinsäu-
reanhydrid in Pyridin in einer Konzentration von 0,5 M gelöst. 10 µl dieser Lösung wurden
zu 1,25 pmol des getrockneten Aqua-Peptids SNTHPPSPDDAFR gegeben. Die Reaktion
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fand bei 45 ○C über Nacht statt. Der Ansatz wurde in Eppendorf-Concentrator getrock-
net, mit 10 µl 0,1 % FA 3 % ACN aufgenommen und anschließend am Q-TOF gemessen.
Wie in Tabelle 8.4 auf Seite 109 ersichtlich ist, ist die Succinylierung der Serine und
Threonine unter den Bedingungen ebenfalls nicht vollständig. Zudem ergibt sich bei
Bernsteinsäureanhydrid aufgrund des hohen Siedepunkts von 261 ○C die Problematik,
dieses wieder aus dem Reaktionsansatz zu entfernen, was für den dritten Reaktionsschritt
des Labelingkonzeptes (siehe Abbildung 8.3 auf Seite 102) notwendig wäre. Außerdem
ist als unerwünschte Nebenreaktion die Succinylierung von Arginin zu beobachten, siehe
Teil A der Abbildung 8.7 auf Seite 111. Diese ist als kritisch zu bewerten, da durch die
Succinylierung am Arginin die Lokalisierung der positiven Ladung beeinträchtigt wird,
was negative Effekte für die Ionisierung und die Fragmentierung im Massenspektrometer
mittels CID erwarten lässt.
8.3.4 Veresterung mit Bernsteinsäureanhydrid und Trifluoressigsäure in
Tetrahydrofuran
Bei der säurekatalysierten Veresterung bestand der Reaktionsansatz aus 20 µl 0,5 M
Bernsteinsäureanhydrid in wasserfreiem Tetrahydrofuran, weiteren 20 µl Tetrahydrofu-
ran und 2 µl Trifluoressigsäure. Der gesamte Ansatz wurde auf 1,25 pmol des getrockne-
ten Aqua-Peptids SNTHPPSPDDAFR gegeben. Die Reaktion fand bei 50 ○C über Nacht
statt. Der Ansatz wurde in Eppendorf-Concentrator getrocknet, mit 20 µl 0,1 % FA 3 %
ACN aufgenommen und anschließend am Q-TOF gemessen. Bei sauren pH-Werten ist
die Nebenreaktion am Arginin, vermutlich aufgrund der dann protonierten Guanidin-
Gruppe, stark unterdrückt, siehe Tabelle 8.5 auf Seite 110. Jedoch war die Ausbeute des
gewünschten Produkts niedriger als bei der Reaktion mit Pyridin. Durch den Austausch
der Trifluoressigsäure durch Essigsäure konnte die Ausbeute des gewünschten Produkts
jedoch verbessert werden, siehe Teil B in Abbildung 8.7 auf Seite 111.
8.3.5 Veresterung mit Bernsteinsäureanhydrid und Essigsäure in
Tetrahydrofuran mit anschließender Dephosphorylierung
Um zu kontrollieren, ob das in Abbildung 8.3 gezeigte Labelingkonzept funktionieren
kann, wurde überprüft, ob die Veresterung einer Dephosphorylierung mittels 70 % Fluss-
säure in Pyridin, dem zweiten Reaktionsschritt, standhält. Der Reaktionsansatz setzte
sich hierbei aus 40 µl 0,25 M Bersteinsäureanhydrid in Tetrahydrofuran und 2 µl konzen-
trierter Essigsäure zusammen, welche wiederum auf 1,25 pmol des getrockneten Aqua-
Peptids SNTHPpSPDDAFR gegeben wurden. Die Reaktion fand bei 50 ○C über Nacht
statt. Anschließend wurde der Ansatz im Eppendorf-Concentrator getrocknet. Zur De-
phosphorylierung wurde zur getrockneten Probe 20 µl 70 % Flusssäure in Pyridin gegeben
und der Ansatz bei Raumtemperatur zwei Stunden inkubiert. Danach wurde die Flus-
säure durch Trocknen im Eppendorf-Concentrator entfernt und in einer Waschflasche
mit CaCl2-Lösung neutralisiert. Das getrocknete Peptid wurde mit 20 µl 100 mM Zitro-
nensäure aufgenommen und am Q-TOF gemessen. Aus Tabelle 8.6 auf Seite 110 geht






















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































+ESI Scan Frag=175.0V 0189_QTOF_2539.d  













+ESI Scan Frag=175.0V 0188_QTOF_2509.d  
Counts vs. Acquisition Time (min) 17.5 18 18.5 19 19.5 20 20.5 21 21.5 22 22.5 23 23.5 24 24.5 25 25.5 26 26.5 27 
A
B
SNTHPPSPDDAFR + 2x Succinyl 820,8447 ±20ppm
SNTHPPSPDDAFR + 3x Succinyl 870,8528 ±20ppm
*SNTHPPSPDDAFR + 4x Succinyl 920,8608 ±20ppm
SNTHPPSPDDAFR + 5x Succinyl 970,8689 ±20ppm +Arg
SNTHPPSPDDAFR, 2+
SNTHPPSPDDAFR + 2x Succinyl 820,8447 ±20ppm
SNTHPPSPDDAFR + 3x Succinyl 870,8528 ±20ppm
*SNTHPPSPDDAFR + 4x Succinyl 920,8608 ±20ppm




A Produkte der Reaktion mit Succinanhydrid in Pyridin
B Produkte der Reaktion mit Succinanhydrid und Essigsäure
in Tetrahydrofuran
Abbildung 8.7 – Veresterungsprodukte des Peptids SNTHPPSPDDAFR bei verschiede-
nen pH-Werten; die unterstrichenen Aminosäuren sind mögliche Ansatz-
punkte der Veresterung und der Amidierung. Das N-terminale Serin kann
auch am N-Terminus unter Amidbildung reagieren (zweiter Unterstrich).
Bei dem Ansatz ist eine relativ gute Ausbeute zu beobachten, es tritt
jedoch bei basischen pH-Werten eine Nebenreaktion am Arginin auf.
wird, die Succinylierung hingegen scheint stabil zu sein. Es sind jedoch auch Vereste-
rungen am bislang phosphorylierten Serin zu beobachten. Dies kann vermutlich dadurch
erklärt werden, dass im Ansatz noch überschüssiges Bernsteinsäureanhydrid vorhanden
ist, welches das freiwerdende Serin succinyliert. Damit konnte gezeigt werden, dass die
ersten beiden Schritte des Labelingkonzeptes funktionieren, allerdings sind die Ausbeu-
ten der verwendeten Reaktionen noch zu niedrig.
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8.3.6 Veresterung mit Acetanhydrid bzw. Acetylchlorid und Pyridin
Da die vorhergehenden Versuche zur Veresterung mit Bernsteinsäureanhydrid in keiner
ausreichenden Ausbeute resultierten und die Bernsteinsäure schwierig aus dem Reakti-
onsansatz zu entfernen war, wurden Ansätze der Veresterungsreaktion mit Acetanhydrid
in Pyridin und Acetylchlorid durchgeführt. Bei der Veresterung mit Acetanhydrid und
Pyridin war jedoch die Ausbeute an gewünschtem Produkt schlechter als bei der Ver-
wendung von Bernsteinsäureanhydrid. Bei der Verwendung von Acetylchlorid fand die
Nebenreaktion am Arginin verstärkt statt, sodass dieser Ansatz ebenfalls verworfen wur-
de.
8.3.7 Steglich-Veresterung mit Acetanhydrid und 4-Pyrrolidinopyridin und
N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid
Es wurde von Litvinenko und Kirichenko (1967) und Höfle et al. (1978) gezeigt, dass 4-
Dialkylaminopyridine, wie 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) und 4-Pyrrolidinopyridin
(PPY), als hochwirksame Acylierungskatalysatoren dienen können. Der von uns für die
Veresterung von Peptiden verwendete Reaktionsansatz bestand aus 13 µl Acetanhydrid
und 38 µl 123 µM 4-Pyrrolidinopyridin in wasserfreiem Tetrahydrofuran (THF) und 2 µl
2 mM N,N ’-Dicyclohexylcarbodiimid in wasserfreiem Tetrahydrofuran. Der Ansatz wur-
de auf 10 pmol des getrockneten Aqua-Peptids SNTHPpSPDDAFR gegeben und bei
35 ○C über Nacht inkubiert. Nach dem Eintrocknen im Eppendorf-Concentrator wur-
de die Probe in 0,6 µl ACN und 4,4 µl 0,1 % FA aufgenommen und 30 Sekunden im
Ultraschallbad gelöst. Im Anschluss wurde das Peptid mit 5 µl 0,1 % FA und 1 µl 1 M
Zitronensäure verdünnt und am Q-TOF gemessen. Wie in Abbildung 8.8 auf Seite 113
zu sehen ist, brachte dieser Ansatz eine schlechte Ausbeute und Nebenreaktionen am
Arginin mit sich, so dass er nicht weiter verfolgt wurde.
8.3.8 Lewis-Säure-katalysierte Veresterung
Von Iranpoor und Shekarriz (1999) wurde entdeckt, dass sich Cer(IV)-Triflat zur milden
Veresterung von Alkoholen bei Raumtemperatur eignet. Dabei wurden bei Einsatz von
30–50 mol % Ce(OTf)4 bei der Veresterung primärer, sekundärer und tertiärer Alkohole
Ausbeuten von bis zu 90 % bei einer Reaktionsdauer von unter 3 Stunden erreicht. Orita
et al. (2000) benutzten Bismuth(III)-Triflat um primäre, sekundäre und tertiäre Alkoho-
le in Acetanhydrid zu verestern. Bi(OTf)3 ist an der Luft stabil und dabei im Vergleich
zu Trimethylsilyltriflat nicht zu sauer für die Anwendung an säureempfindlichen Sub-
stanzen. Bi(OTf)3 wurde als Katalysator in Mengen von 0,005 bis 0,5 mol % eingesetzt
und erreichte bei einer Reaktionstemperatur von 25 ○C und einer Reaktionsdauer von
unter 24 Stunden Produktausbeuten von über 90 %. Weitere Triflate von Lanthanoid-
metallen wurden inzwischen für Veresterungen eingesetzt. Garaleh et al. (2009) fanden
heraus, dass die Ausbeute bei der triflatkatalysierten Veresterung unabhängig von den
pH-Werten der Lanthanoidtriflate in Lösung ist und dass der Reaktionsmechanismus


















+ESI Scan Frag=175.0V 0298_QTOF_4185.d  
Counts vs. Acquisition Time (min) 9.5 10 10.5 11 11.5 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 19 19.5 20 20.5 21 
SNTHPpSPDDAFR + 0x Succinyl 712,2855 ±20ppm
SNTHPpSPDDAFR + 1x Succinyl 733,2908 ±20ppm
SNTHPpSPDDAFR + 2x Succinyl 754,2961 ±20ppm
*SNTHPpSPDDAFR + 3x Succinyl 775,3013 ±20ppm
SNTHPpSPDDAFR + 4x Succinyl 796,3067 ±20ppm +Arg
SNTHPpSPDDAFR, 2+
* gewünschtes Produkt
Abbildung 8.8 – Veresterungsprodukte des Peptids STHPpSPDDAFR mit Acetanhydrid,
PPY und DCC; Unterstrichene Aminosäuren können dabei verestert
sein, die Reaktion am Arginin ist aufgrund des Basizitätsverlustes uner-
wünscht. Das N-terminale Serin kann auch am N-Terminus unter Amid-
bildung reagieren (zweiter Unterstrich); das gewünschte Produkt der Re-
aktion ist zweifach verestert und einmal amidiert.
auch die Triflate von Lanthan und Samarium gute Ausbeuten bei der Polykondensation,

















+ESI Scan Frag=175.0V 0299_QTOF_4196.d  
Counts vs. Acquisition Time (min) 9.5 10 10.5 11 11.5 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 19 19.5 20 20.5 21 
SNTHPpSPDDAFR + 0x Succinyl 712,2855 ±20ppm
SNTHPpSPDDAFR + 1x Succinyl 733,2908 ±20ppm
SNTHPpSPDDAFR + 2x Succinyl 754,2961 ±20ppm
*SNTHPpSPDDAFR + 3x Succinyl 775,3013 ±20ppm
SNTHPpSPDDAFR + 4x Succinyl 796,3067 ±20ppm +Arg
SNTHPpSPDDAFR, 2+* gewünschtes Produkt
Abbildung 8.9 – Veresterungsprodukte des Peptids STHPpSPDDAFR mit Acetanhydrid
in THF mit Bismuthtriflat; unterstrichene Aminosäuren können veres-
tert sein. Die Reaktion am Arginin ist aufgrund des Basizitätsverlustes
unerwünscht. Das N-terminale Serin kann auch am N-Terminus unter
Amidbildung reagieren (zweiter Unterstrich); die Auftrennung der Peaks
am gewünschten Produkt deutet darauf hin, dass die Reaktion bis zum
vierfach succinyliertem Produkt über unterschiedliche Zwischenschritte
verläuft.
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Intens. 0167_TRAP_02168.D SNTHPpSPDDAFR + 0x Succinyl 712,2855 ±20ppm
SNTHPpSPDDAFR + 1x Succinyl 733,2908 ±20ppm
SNTHPpSPDDAFR + 2x Succinyl 754,2961 ±20ppm
*SNTHPpSPDDAFR + 3x Succinyl 775,3013 ±20ppm
SNTHPpSPDDAFR + 4x Succinyl 796,3067 ±20ppm +Arg
SNTHPpSPDDAFR, 2+
* gewünschtes Produkt
Abbildung 8.10 – Veresterungsprodukte des Peptids STHPpSPDDAFR mit Acetanhydrid
in THF mit Bismuthtriflat, Edukte mit 3 Å Molekularsieb getrocknet;
unterstrichene Aminosäuren können dabei verestert sein, die Reaktion
am Arginin ist aufgrund des Basizitätsverlustes unerwünscht. Das N-
terminale Serin kann auch am N-Terminus unter Amidbildung reagie-
ren (zweiter Unterstrich); die Auftrennung der Peaks am gewünschten
Produkt deutet darauf hin, dass die Reaktion bis zum vierfach succiny-
liertem Produkt über unterschiedliche Zwischenschritte verläuft.
Die Veresterung wurde an den Aqua-Peptiden SNTHPpSPDDAFR und RApSPPLF-
QSR optimiert. Dazu wurden 10 pmol des Aqua-Peptides mit 4 µl Essigsäure, 26 µl Ace-
tanhydrid und 20 µl Tetrahydrofuran versetzt, welches 10 pmol Bismuthtriflat enthielt.
Die Reaktion fand bei 35 ○C über drei Tage lang statt, wobei jeweils nach einem Tag das
Anhydrid und das Tetrahydrofuran ergänzt wurden. Wie in Abbildung 8.9 auf Seite 113
zu sehen ist, war die Ausbeute an gewünschten Produkt nicht ausreichend. Außerdem
trat wiederum eine Amidierung an der Seitengruppe des Arginins auf.
Es wurde versucht, die Ausbeute an gewünschtem Produkt zu erhöhen, indem mög-
licherweise vorhandenes Wasser aus den verwendeten Lösungsmitteln mit Hilfe eines
Molekularsiebes mit einer Porenweite von 3 Ångström (Å) entfernt wurde. Es ergab sich
jedoch bei einem Ansatz mit 1 µl Essigsäure, 26 µl Acetanhydrid und 20 µl Tetrahydro-
furan, welches 10 pmol Bismuthtriflat enthielt, keine sichtbare Steigerung der Ausbeute.
Die Reaktion, deren Ergebnis in Abbildung 8.10 auf Seite 114 dargestellt ist, wurde
bei 35 ○C über Nacht durchgeführt. Auch eine direkte Zugabe von Molekularsieben zum
Reaktionsansatz brachte keine Steigerung der Reaktionsausbeute.
Am Peptid Glu-Fib wirkt die Ausbeute an gewünschten Produkt auf den ersten Blick
zwar hoch, siehe Teil A von Abbildung 8.11 auf Seite 115, bei genauerer Analyse las-
sen sich jedoch etliche Nebenprodukte ausmachen, die durch intramolekulare Wasser-
abspaltung an der Glutaminsäure und Aspraginsäure zustande kommen, siehe Teil B
von Abbildung 8.11 auf Seite 115. Diese Nebenprodukte der Reaktion führen zu ei-
ner unerwünschten Erhöhung der Komplexität im Chromatogramm. Somit musste auch
dieser Reaktionsansatz verworfen werden. Die Carboxyseitenketten der beiden Amino-
säuren hätten vermutlich durch einen zusätzlichen Veresterungsschritt in methanolischer
Salzsäure vor der Wasserabspaltung geschützt werden können. Dies hätte die Methode



















+ESI Scan Frag=175.0V 0275_QTOF_3715.d  
















+ESI Scan Frag=175.0V 0275_QTOF_3715.d  
Counts vs. Acquisition Time (min) 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 
A
B
EGVNDNEEGFFSAR + 0x Acetyl 785,8420 ±20ppm
EGVNDNEEGFFSAR + 1x Acetyl 806,8473 ±20ppm
*EGVNDNEEGFFSAR + 2x Acetyl 827,8526 ±20ppm
EGVNDNEEGFFSAR + 3x Acetyl 848,8579 ±20ppm +Arg
EGVNDNEEGFFSAR - 1x H2O 0-3 Acetyl
EGVNDNEEGFFSAR - 2x H2O 0-3 Acetyl
EGVNDNEEGFFSAR - 3x H2O 0-3 Acetyl
EGVNDNEEGFFSAR, 2+
EGVNDNEEGFFSAR + 0x Acetyl 785,8420 ±20ppm
EGVNDNEEGFFSAR + 1x Acetyl 806,8473 ±20ppm
*EGVNDNEEGFFSAR + 2x Acetyl 827,8526 ±20ppm




A Ausbeute ohne Berücksichtigung von Nebenprodukte durch intramole-
kulare Wasserabspaltung
B Ausbeute mit Berücksichtigung von Nebenprodukten durch intramole-
kulare Wasserabspaltung
Abbildung 8.11 – Nebenprodukte der Veresterung von Glu-Fib EGVNDNEEGFFSAR
mit Bi(OTf)3 und Acetanhydrid; Die Ausbeute an gewünschten Pro-
dukt in den Extracted-Ion-Chromatogrammen scheint relativ hoch (A),
es treten jedoch sehr viele Nebenprodukte durch intramolekulare Was-
serabspaltung auf (B), welche das Ergebnis relativieren.
8.3.9 Veresterungversuche am Protein
Es wurde versucht, die Veresterung insbesondere die säurekatalysierte Veresterung mit
Bernsteinsäureanhydrid und Triflouressigsäure in Abschnitt 8.3.4 am Protein PKA zu
reproduzieren. Die ersten Versuche zielten auf eine Veresterung im Gel ab, da dort
durchzuführende Wasch- und Aufreinigungsschritte leichter zu realisieren waren. Die
PKA-Gelbanden wurden wie in Abschnitt 8.3.1 beschrieben guanidiert, gewaschen und
getrocknet. Anschließend erfolgte die Veresterung im wasserfreien Milieu mit THF als
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Lösungsmittel und Propionsäureanhydrid oder Bernsteinsäureanhydrid als Säurekompo-
nente. Die Ausbeute der Reaktion war jedoch bei allen Ansätzen wesentlich schlechter
als am Peptid. Zudem ergaben sich Probleme, die daraus resultierten, dass das Gel im
wasserfreien Milieu nicht quoll. Das so war bei den Versuchen das Propionsäureanhy-
drid mit 9 Waschschritten zu je 30 min nicht aus dem Gel zu entfernen. Dies wiederum
resultierte unter anderem in einer Verschlechterung des tryptischen Verdaus des Prote-
ins. Für eine erfolgreiche Durchführung der geplanten Modifikationsstrategie hätte das
gesamte leichte Anhydrid des ersten Schritts für das Verestern mit schwerem Acetanhy-
drid im dritten Schritt entfernt werden müssen. Die Experimente zur Veresterung von
PKA in Lösung waren ebenfalls nicht erfolgreich, da nach der Reaktion keine Prote-
inbanden auf dem SDS-Gel zu erkennen waren. Die Versuche zeigten somit, dass die
vorgesehene Modifikationsstrategie nicht in die Praxis umsetzbar ist und wurden daher
nicht weitergeführt.
8.3.10 Dephosphorylierung mit Lanthanoidverbindungen
Während der Versuche zu den chemischen Modifikationen wurden außerdem Möglich-
keiten zur chemischen Dephosphorylierung von Proteinen untersucht. Für die chemische
Dephosphorylierung von Phospholipiden (Shaw und Stead, 1974), Phosphopeptiden (Ku-
yama et al., 2003) und Phosphoproteinen (Woo et al., 2008) kann Flusssäure verwendet
werden. Diese spaltet die Phosphoesterbindung sehr schnell und spezifisch. Da Flusssäu-
re sehr toxisch ist und der Umgang mit ihr daher vergleichweise aufwendig, wurden in
den letzten Jahren Alternativen für die chemische Dephosphorylierung gesucht.
Dabei zeigten vor allem Cerverbindungen hydrolytische Wirkung auf nicht aktivier-
te Phosphomonoester. Tan et al. (2008) zeigten eine Methode zur Dephosphorylierung
von Phosphopeptiden mittels Ceroxid unter basischen Bedinungen bei Raumtempera-
tur. Kuchma et al. (2010) hingegen zeigten die Dephosphorylierung von para-Nitrophe-
nylphophat, O-Phospho-L-Tyrosin und Adenosintriphophat mit Cer(III)- und Cer(IV)-
Nanopartikeln unter neutralen bis sauren Bedinungen.
Neben den unlöslichen Ceroxiden besitzen auch lösliche Lanthanoid-Komplexe eine
Aktivität bei der Hydrolyse von Phosphoestern. So zeigten unter anderem Komplexe von
Cer und Lanthan mit Tris, Bis-Tris und Bis-Tris-Propan Aktivität bei der Hydrolyse von
Phosphodiestern (Gómez-Tagle und Yatsimirsky, 2001; Medrano et al., 2003; Maldonado
und Yatsimirsky, 2005)
Es wurde versucht, ausgehend von den von Tan et al. (2008) verwendeten Bedigungen,
Ceroxid zur Dephosphorylierung von PKA vor dem Auftragen auf das Polyacrylamid-
Gel zu verwenden. Dazu wurden 20 pmol PKA mit 40 µl 0,1 M NH3(aq) bzw. 1 M NaOH
versetzt und eine Spatelspitze Ceroxid hinzugegeben. Der Ansatz wurde anschließend
einmal bei 40 ○C für eine Stunde und einmal bei 70 ○C für 45 Minuten erhitzt. Das
Ceroxid wurde abzentrifugiert und der Überstand auf das Polyacrylamidgel gegeben.
Nach dem In-Gel-Verdau über Nacht erfolgte die Analyse auf dem Q-TOF. Während ein
Versuch mit dem Aqua-Peptid SNTHPpSPDDAFR mit 40 µl 0,1 M NH3(aq) und Ceroxid
bei 40 ○C und 1 h Reaktionszeit zu einer quantitativen Dephosphorylierung des Peptids
führte, siehe Abbildung 8.12 auf Seite 117, war am Protein keine Dephosphorylierung zu
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SNTHPpSPDDAFR  475,2 ±0,3 Da
SNTHPSPDDAFR    448,5 ±0,3 Da














SNTHPpSPDDAFR  475,2 ±0,3 Da
*SNTHPSPDDAFR    448,5 ±0,3 Da
















B Dephosphorylierung mit Ceroxid 0,1 M NH3(aq) 40 ○C 1 h
Abbildung 8.12 – Dephosphorylierung von SNTHPpSPDDAFR mit Ceroxid unter alka-
lischen Bedingungen in 0,1 M NH3(aq); nach einer Stunde ist eine fast
vollständige Dephosphorylierung des Phosphopeptids zu beobachten.
beobachten. Ein Grund dafür könnte die im Vergleich zum Peptid komplexere Struktur
des Proteins sein, welche eine Interaktion eines Ceroxidpartikels mit der entsprechenden
Phosphorylierungsstelle erschwert.
Es wurde daher ein Reaktionsansatz gewählt, bei dem das Cer in Lösung vorliegt.
So zeigten Luedtke und Schepartz (2005), dass die Lanthanoid-Komplexe, welche bei
der Phosphodiesterspaltung aktiv waren (Gómez-Tagle und Yatsimirsky, 2001), auch
bei der Dephosphorylierung von Serin, Threonin und Tyrosin verwendet werden können.
Unter den Lanthanoiden zeigte dabei Cer(IV) bei der Verwendung von Bis-Tris-Propan
(BTP) als Komplexbildner die höchste Aktivität. Des Weiteren war eine zusätzliche Ak-
tivitätssteigerung vorhanden, wenn das Cer(IV)-Ammonium-Nitrat (CAN), welches bei
den Versuchen verwendet wurde, über einen längeren Zeitraum (>100 d) in Wasser ge-
löst vorlag oder die frisch angesetzte Lösung für 10 Minuten auf 90 ○C erhitzt wurde. Die
Autoren vermuten, dass unter diesen Bedingungen ein besonders aktiver Cerhydroxid-
Komplex gebildet wird.
Als Versuchspeptid für die Cer(IV)-katalysierte Dephosphorylierung wurde das phos-
phorylierte Aqua-Peptid SNTHPpSPDDAFR verwendet. Dazu wurde Cer(IV)-Ammo-
nium-Nitrat in einer Konzentration von 100 mM in Wasser gelöst und für 10 Minuten auf
90 ○C erhitzt. Danach wurde 1 µl dieser Lösung zu 99 µl einer 50 mM Bis-Tris-Propan-
Lösung in Wasser gegeben. Von dieser Mischung wurden 20 µl auf 10 pmol des getrockne-
ten Peptids gegeben. Der Ansatz wurde im Anschluss bei jeweils 37 ○C für 1 Stunde und
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0172_TRAP_2209.D SNTHPpSPDDAFR  475,2 ±0,3 Da
*SNTHPSPDDAFR    448,5 ±0,3 Da
SNTHPSPDDAFR    442,7 ±0,3 Da - H2O ß-Elimin.
SNTHPpSPDDAFR, 3+
A *gewünschtes Produkt









0173_TRAP_2225.D SNTHPpSPDDAFR  475,2 ±0,3 Da
*SNTHPSPDDAFR    448,5 ±0,3 Da
SNTHPSPDDAFR    442,7 ±0,3 Da - H2O ß-Elimin.
SNTHPpSPDDAFR, 3+
B *gewünschtes Produkt
A Dephosphorylierung mit 100 mM Cer(IV) 50 mM BTP 37 ○C 1 h
B Dephosphorylierung mit 100 mM Cer(IV) 50 mM BTP 37 ○C über Nacht
Abbildung 8.13 – Dephosphorylierung von SNTHPpSPDDAFR mit 100 mM Cer(IV) und
50 mM Bis-Tris-Propan; bei einer Reaktionsdauer von 1 h bei 37 ○C ist
eine deutliche Dephosphorylierung zu erkennen (A), bei einer Reaktion
bei 37 ○C über Nacht ist die Dephosphorylierung vollständig (B).
über Nacht inkubiert und danach auf der Ionenfalle gemessen. Wie in Abbildung 8.13
auf Seite 118 zu sehen ist, ist nach einer Stunde eine deutliche Dephosphorylierung zu
erkennen. Über Nacht ist die Dephosphorylierung vollständig. Als Nebenreaktion ist ein
sehr geringer Anteil an β-Eliminierung am Phosphoserin zu erkennen. Die beobachtete
Retentionszeitverschiebung der beiden Messungen in Abbildung 8.13 hängt möglicher-
weise mit der relativ hohen Konzentration von Bis-Tris-Propan zusammen, mit welcher
die Probe injiziert wurde.
Die Verwendung von Cer(IV)-Ammonium-Nitrat führte in einem Fall zu Problemen
bei der LC-MS-Analyse, da vermutlich Cer(IV)-Ammonium-Nitrat im Bereich von Au-
tosampler und Vorsäule ausgefallen war, welches sich nur langsam im wässrigen Milieu
aus dem System eluieren ließ. Das Cer(IV)-Ammonium-Nitrat konnte in diesem Fall nur
nach seiner Reduktion durch Ascorbinsäure aus dem System entfernt werden.
Im Anschluss an die erfolgreiche Dephosphorylierung des Aqua-Peptids wurde der
gleiche Ansatz mit 20 pmol PKA durchgeführt. Dabei wurde PKA zu 20 µl der oben
beschriebenen Lösung von Cer(IV)-Ammonium-Nitrat in Bis-Tris-Propan gegeben, bei
einem weiteren Ansatz wurde zu diesem noch zusätzlich 1 µl 5 % SDS-Lösung zur Dena-
turierung hinzugefügt. Die Ansätze wurden bei 37 ○C über Nacht inkubiert. Im Anschluss
wurden die Proben im Vakuum getrocknet und in 10 µl LDS-Puffer aufgenommen. Nach
Reduktion und Alkylierung wurde die Probe über ein Polyacrylamidgel aufgetrennt und
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dann mit Trypsin verdaut. Wie auch schon bei den Dephosphorylierungsversuchen am
Protein mit Ceroxid war keine Dephosphorylierung zu erkennen.
8.3.11 β-Eliminierung mit Lanthanoidverbindungen
In ihren Untersuchungen zur Dephosphorylierung mit Cer(IV)-Komplexen zeigten Luedt-
ke und Schepartz (2005), dass bei der Verwendung von Lanthan(III)-BTP-Komplexen
anstelle der Dephosphorylierung an Phosphoserinen und Phosphothreoninen eine β-
Eliminierung der Phosphatgruppe die überwiegende Reaktion ist. Dies stellt eine milde
Alternative zur β-Eliminierung unter harscheren Bedingungen (40 mM BaOH, 50 ○C pH
> 12) (Byford, 1991) dar.
Die Idee war daher, zu testen, ob eine vollständige β-Eliminierung Vorteile für die
Bestimmung des Phosphorylierungsgrades bringen kann. So wäre zu vermuten, dass die
Unterschiede im Verhältnis der Ionisizerungseffizienzen von β-eliminierten zu unphos-
phorylierten Peptid geringer sind als die von phosphorylierten zu unphosphorylierten
Peptid. Des weiteren sollte die Beeinflussung der Proteaseaktivität beim β-eliminierten
Peptid geringer sein als beim Phosphopeptid. Diese Methode wäre zwar nur bei an Serin
und Threonin phosphorylierten Peptiden nutzbar, durch das häufige Auftreten der Serin-
und Threoninphosphorylierung würde sie dennoch Vorteile bei der Analyse bieten.
Für die ersten Versuche zur β-Eliminierung der Phosphatgruppe an Phosphopeptiden
wurden je 10 pmol Aqua-Peptid SNTHPpSPDDAFR mit 20 µl einer wässrigen Lösung
von 50 mM Bis-Tris-Propan und jeweils 2 mM Lösungen dreiwertiger Lanthanoidverbin-
dungen von Lanthan (La(III)), Lutetium (Lu(III)) und Cer (Ce(III)) versetzt. Die Reak-
tion wurde bei 35 ○C über Nacht durchgeführt. Die beste Ausbeute an β-Eliminationspro-
dukt ergab sich bei der Verwendung von La(III), jedoch war diese dort ebenfalls relativ
niedrig, siehe Abbildung 8.14 auf Seite 119. Es wurde daher versucht, die Ausbeute an
β-Eliminierungsprodukt an verschiedenen Phosphopeptiden zu erhöhen. Am Beispiel des
Peptids EAIpSAAPFAK-NH2 wurde die pH-Abhängigkeit der β-Eliminierungsreaktion
untersucht.









SNTHPpSPDDAFR  475,3 ±0,3 Da
SNTHPSPDDAFR    448,6 ±0,3 Da




Abbildung 8.14 – β-Eliminierung von SNTHPpSPDDAFR mit La(III) und Bis-Tris-Pro-
pan bei 35 ○C über Nacht; die Ausbeute an β-Eliminierungsprodukt ist
relativ niedrig.
Dazu wurden je 10 pmol des Peptids mit 20 µl einer wässrigen Lösung von 50 mM Tris
beziehungsweise Bis-Tris-Propan und jeweils 10 mM der Lanthanoide La(III) und Lu(III)
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EAIpSAAPFAK-NH2  542,3 ±0,3 Da + Phospho
EAIpSAAPFAK-NH2  533.3 ±0,3 Da + Phospho + Glu->Pyro-Glu
EAISAAPFAK-NH2    502.3 ±0,3 Da 
*EAISAAPFAK-NH2    493.3 ±0,3 Da  - H2O ß-Elimin.




A β-Eliminierung mit La(III) BTP pH 3,5 37 ○C über Nacht
B β-Eliminierung mit La(III) BTP pH 8,0 37 ○C über Nacht
C β-Eliminierung mit La(III) BTP pH 10,0 37 ○C über Nacht
Abbildung 8.15 – β-Eliminierung von EAIpSAAPFAK-NH2 mit La(III) und Bis-Tris-Pro-
pan bei verschieden pH-Werten; bei einer Erhöhung des pH-Wertes ist
eine deutliche Steigung an β-Eliminierungsprodukt zu erkennen, wel-
ches als cis-trans-Isomere vorliegt. Das Gleichgewicht der Reaktion liegt
allerdings nicht vollständig auf der Seite der Produkte und es findet par-
allel eine Dephosphorylierung als Konkurrenzreaktion statt.
versetzt. Die Reaktion wurde bei 35 ○C über Nacht durchgeführt. In Abbildung 8.15 auf
Seite 120 sind die Ergebnisse der Versuche mit La(III) und Bis-Tris-Propan dargestellt,
welche die beste Ausbeute ergaben. Es ist zu erkennen, dass sich mit steigendem pH-
Wert eine höhere Ausbeute an β-Eliminierungsprodukt ergibt. Beim Eliminierungspro-
dukt ist außerdem eine Aufspaltung des Peaks zu erkennen, was vermutlich an einer
cis-trans-Isomerie des Produkts liegt. Veränderte harschere Reaktionsbedingungen bei
höheren Temperaturen von 70 ○C ergaben eine vollständige Umsetzung des Phosphopep-









EAIpSAAPFAK-NH2  542,3 ±0,3 Da + Phospho
EAIpSAAPFAK-NH2  533.3 ±0,3 Da + Phospho + Glu->Pyro-Glu
EAISAAPFAK-NH2    502.3 ±0,3 Da
*EAISAAPFAK-NH2    493.3 ±0,3 Da - H2O ß-Elimin.
EAISAAPFAK-NH2    484.3 ±0,3 Da - H2O ß-Elimin. + Glu->Pyro-Glu
EAIpSAAPFAK, 2+





























A β-Eliminierung mit La(III) Arginin pH 12,5 40 ○C über Nacht
B β-Eliminierung mit La(III) BTP pH 10,5 40 ○C über Nacht
C β-Eliminierung mit La(III) Tris pH 10,5 40 ○C über Nacht
Abbildung 8.16 – β-Eliminierung von EAIpSAAPFAK-NH2 mit La(III) Arginin, Bis-Tris-
Propan und Tris; bei der Verwendung verschiedener Komplexbildner
fallen die Verhältnisse der Isomere des β-Eliminierungsprodukts unter-
schiedlich aus, das Gleichgewicht der Reaktion liegt nicht vollständig
auf der Seite der Produkte.
Dephosphorylierungsprodukts zu erkennen, welches alternativ auch durch eine Addition
von Wasser an das β-Eliminierungsprodukt entstanden sein könnte. Weiterhin wurde
untersucht, ob die Zugabe von Lösungsmitteln wie Methanol, Acetonitril, Tetrahydro-
furan und Pyridin die Ausbeute an Eliminierungsprodukt positiv beeinflussen kann. Es
waren bei den Experimenten mit einer 1:1-Mischung von Wasser und dem jeweiligen
Lösungsmittel jedoch keine Änderungen in der Produktausbeute zu erkennen.
Durch Medrano et al. (2003) wurde von einer starken hydrolytischen Aktivität von
Lanthan(III)-Komplexen mit Glycin-Derivaten berichtet. Davon ausgehend wurde der
Einfluss von Glycin, N,N-Dimethylglycin, Kreatin, Arginin, L-Methionin, L-Cystein, 2,4-
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Diaminbernsteinsäure, DL-Ornithin, DL-Lysin und Pyridoxal auf die β-Eliminination
untersucht. Bei der Verwendung von Lanthan(III) in Kombination mit Arginin, Glycin,
L-Methionin, 2,4-Diaminbernsteinsäure, DL-Ornithin und DL-Lysin war bei pH-Werten
im Bereich von 8,5–10,5 eine β-Eliminierung bei einer Reaktion bei 40 ○C über Nacht zu
beobachten, wenngleich die Ausbeute an Eliminierungsprodukt nicht so hoch ausfiel wie
bei der Verwendung von Bis-Tris-Propan. Bei der Verwendung von Arginin und Bis-Tris-
Propan als Komplexbildner für Lanthan(III) war eine Veränderung des Verhältnisses der
beiden Isomere des β-Eliminierungsprodukes zu beobachten, es traten jedoch weiterhin
beide Isomere auf, siehe Abbildung 8.16 auf Seite 121. Erkennbare Einflüsse auf die
Ausbeute waren nicht zu beobachten.
In den nächsten Experimenten wurde die β-Eliminierung an den Peptiden TWpSL
und TWpTV weiter untersucht und optimiert. Die kurzen Peptide wurden wegen der ge-
ringeren Wahrscheinlichkeit von Nebenreaktionen und sterischer Beeinflussung gewählt.
Reaktionsbedingungen mit 2 µl 100 mM La(III) und 18 µl 50 mM Bis-Tris-Propan mit
10 % Triethylamin (TEA) zeigten eine gute Ausbeute an Eliminierungsprodukt bei den
Peptiden TWpSL und TWpTV, siehe Teil A von Abbildung 8.17 auf Seite 123. Da die
beiden Peptide isobar sind, ergeben sich dort im Extracted-Ion-Chromatogramm zwei
Peaks mit unterschiedlicher Retentionszeit. An das β-Eliminierungsprodukt kann di-
rekt nach der Eliminierung ein Thiol oder Amin mit einer Michael-Addition hinzugefügt
werden (Meyer et al., 1986). Dieses Verfahren machen sich auch die beiden phosphory-
lierungsspezifischen Quantifizierungmethoden PhIAT und PhIST, siehe Abschnitt 1.4.6
der Einleitung, zunutze.
Auch diese Reaktion, welche im Anschluss an die β-Eliminierung mit β-Mercaptothiol
durchgeführt wurde, ergab eine gute Ausbeute bei den Peptiden TWpSl und TWpTV,
siehe Teil B der Abbildung 8.17 auf Seite 123. Beim Aqua-Peptid SNTHPpSPDDARF
hingegen war die Ausbeute an Additionsprodukt gering, siehe Teil C der Abbildung 8.17.
Dies lässt sich durch das Prolin N-terminal des Phosphoserines erklären. Dieses behindert
vermutlich die β-Eliminierung, wie auch die Experimente von Luedtke und Schepartz
(2005) zeigten.
Im Anschluss an die Experimente an den Peptiden wurde das Protein PKA den glei-
chen Reaktionsbedingungen ausgesetzt. Dort war je nach Phosphorylierungsstelle keine
oder nur eine teilweise β-Eliminierung mit anschließender Addition von β-Mercaptoetha-
nol zu beobachten. Daher wurde auch dieser Ansatz nicht weiter verfolgt.
Zusammenfassend birgt die β-Eliminierung des Phosphorylierung mehrere Probleme.
Die Reaktion konnte nicht vollständig durchgeführt werden. Zudem scheint als Nebenre-
aktion eine Dephosphorylierung stattzufinden. Eine Addition von Wasser an die reaktive
Dihydroverbindung konnte mit Hilfe von 18O-Wasser ausgeschlossen werden. Bei einer
Michael-Addition an das Eliminierungsprodukt entstehen zudem Diastereomere, welche
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+ESI Scan Frag=175.0V 0335_QTOF_4880.d  
Counts vs. Acquisition Time (min) 3.2 3.4 3.6 3.8 4 4.2 4.4 4.6 4.8 5 5.2 5.4 5.6 5.8 6 6.2 6.4 6.6 6.8 7 7.2 7.4 7.6 7.8 8 8.2 8.4 8.6 8.8 9 9.2 9.4 
SNTHPpSPDDAFR  475,1928 ±20 ppm
SNTHPSPDDAFR    448,5373 ±20 ppm
SNTHPSPDDAFR    442,5338 ±20 ppm - H2O ß-Elimin.
*SNTHPSPDDAFR    468,5385 ±20 ppm - H2O ß-Elimin. 
             +ß-Mercaptoethanol
SNTHPpSPDDAFR, 3+
TWpSL & TWpTV  586,2272 ±20 ppm
TWSL & TWTV      506,2609 ±20 ppm
*TWSL & TWTV      488,2504 ±20 ppm - H2O ß-Elimin.
1. TWpTV, 3+
2. TWpSL, 3+
TWpSL & TWpTV  586,2272 ±20 ppm
TWSL & TWTV      506,2609 ±20 ppm
TWSL & TWTV      488,2504 ±20 ppm - H2O ß-Elimin.
*TWSL & TWTV      566,2643 ±20 ppm - H2O ß-Elimin. 













A β-Eliminierung von TWpSL & TWpTV mit La(III) BTP, TEA pH 12
60 ○C 90 min
B β-Eliminierung von TWpSL & TWpTV mit La(III) BTP, TEA pH 12
60 ○C 90 min, Addition von β-Mercaptoethanol
C β-Eliminierung von SNTHPpSPDDAFR mit La(III) BTP, TEA
pH 12 60 ○C 90 min, Addition von β-Mercaptoethanol
Abbildung 8.17 – β-Eliminierung von TWpSL, TWpTV und SNTHPpSPDDAFR mit
La(III), Bis-Tris-Propan und Triethylamin (TEA) und anschließen-
der Addition von β-Mercaptoethanol. Während die β-Eliminierung von
TWpSL und TWpTV eine gute Ausbeute liefert, ist die Reaktion beim
Peptid SNTHPpSPDDAFR nur unvollständig, was vermutlich auf das
Prolin n-terminal vom Phosphoserin zurückzuführen ist. Dieses behin-
dert vermutlich die β-Eliminierung (Luedtke und Schepartz, 2005).
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8.4 Diskussion
Obwohl es in Ansätzen gelang, Serin und Threonin durch Veresterung zu modifizie-
ren, war die Ausbeute für einen quantitativen Ansatz zu gering. Retrospektiv gesehen
könnte die Aktivierung der Carbonsäure durch N,N´-Carbonyl-di-imidazol bei höheren
Reaktionstemperaturen noch eine bessere Ausbeute liefern, allerdings ist auch hier frag-
lich, ob eine quantiative Veresterung der Hydroxygruppen erfolgreich wäre. Prinzipiell
könnte zudem eine mögliche Umesterung beim zweiten Veresterungsschritt den Erfolg
der Methode selbst bei vollständiger Veresterung beeinträchtigen. Wenn es gelänge, die
Ausbeuten der Veresterungsschritte am Protein zu erhöhen und wenn eine Umesterung
nicht stattfände, würde der Ansatz jedoch etliche Probleme bei der Quantifizierung der
Proteinphosphorylierung lösen.
Bei den Versuchen zur β-Eliminierung am Phosphoserin konnte ebenfalls keine voll-
ständige Reaktionsausbeute erreicht werden, welche für die Bestimmung des Phospho-
rylierungsgrades notwendig wäre. Bei den Versuchen wurde jedoch bei der Reaktion mit
Cer(IV)-Ammonium-Nitrat in 18O-Wasser ein Austausch von 18O-Sauerstoffatomen an
den Carboxyfunktionen am C-Terminus und an den Seitenketten von Glutamin- und
Asparaginsäure beobachtet. Dies führte zur Entwicklung einer Methode zum relativen
Quantifizieren von Peptiden mittels säurekatalysiertem 18O-Labeling. Die Experimente
zu dieser Methode sind in Kapitel 10 ab Seite 141 beschrieben.
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Wie in Abschnitt 1.4.4 der Einleitung beschrieben ist, wird für das relative Quantifizieren
von Proteinen mittels LC-MS 15N-Stickstoff zum metabolischen Labeling mit stabilen
Isotopen eingesetzt. Die Verwendbarkeit von 15N-Labeling bei proteomischer Analytik
mit Massenspektrometrie wurde zuerst von Oda et al. (1999) gezeigt. Da Pflanzen auf-
grund ihrer Autotrophie alle Aminosäuren selbst synthetisieren können, wird bei diesen
das 15N-Labeling meist durch den Einsatz eines 15N-Stickstoffsalzes durchgeführt. Mit
dieser Methode lassen sich die Pflanzen relativ kostengünstig mit einem hohen Markie-
rungsgrad labeln. Bei tierischen Zellen hingegen wird die Isotopenmarkierung durch die
Zugabe von 15N-stickstoffhaltigen Zuckern oder Aminosäuren erreicht, was jedoch auf-
wendiger als die Vorgehensweise bei den Pflanzen ist und meist zu einem schlechteren
Markierungsgrad führt.
Mittlerweile wurden auch komplette Pflanzen wie Arabidopsis thaliana (Nelson et al.,
2007) oder auch ganze Tiere wie Caenorhabditis elegans (Krijgsveld et al., 2003), Dro-
sophila melanogaster (Krijgsveld et al., 2003) oder Rattus norvegicus (McClatchy et al.,
2007) und Mus musculus (Frank et al., 2009) für proteomweite Analysen mittels Mas-
senspektrometrie mit 15N-Stickstoff markiert. Das 15N-Labeling bietet sich im Fall der
Period-Proteine als Methode zum metabolisches Labeling an, da deren Sequenz beim
proteolytischen Verdau zu vielen Peptiden und Phosphopeptiden führt, welche kein Ar-
ginin oder Lysin enthalten. Daher können diese mit einem SILAC-Ansatz nicht erfasst
werden. Da das 15N-Labeling alle Aminosäuren einschließt, ist bei diesem Ansatz die
Quantifizierung von allen Peptiden möglich. Somit lässt sich auch der Ansatz eines Mul-
tiproteaseverdaus, wie er für die qualitative Analyse der Phosphorylierung in dieser
Arbeit verwendet wurde, bei der relativen Quantifizierung mit 15N-Labeling anwenden.
Der prinzipielle Ablauf der 15N-Isotopenmarkierung ist in Abbildung 9.1 auf Seite 126
gezeigt.
In dem vorliegenden Experiment sollte die Phosphorylierung des überexprimierten
mPER2 in HEK293-Zellen im Vergleich zu HEK293-Zellen untersucht werden, bei de-
nen zusätzlich noch die humane Serine/threonine-protein phosphatase 2A (PP2A) in der
55 kDa regulatory subunit B beta Isoform (PPP2R2B) überexprimiert war, welche ver-
mutlich bei der Regulation des circadianen Systems eine Rolle spielt, vgl. Abschnitt 1.6
in der Einleitung. Ziel war es dabei, Phosphorylierungsstellen an mPER2 zu identifizie-
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Datenauswertung
Abbildung 9.1 – Arbeitsablauf für das Labeling von Proteinen mit 15N-Isotopen; die Iso-
topenmarkierung der Proteine der Vergleichsprobe erfolgt in vivo, nach
der Zellernte werden die Proben zusammengeführt und sämtliche Ar-
beitsschritte gemeinsam durchgeführt.
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ren, welche durch PP2A in vivo dephosphoryliert werden. Diese würden im Experiment
durch ein abweichendes Verhältnis der leichten und schweren Variante des entsprechen-
den Phosphopeptids zu erkennen sein.
9.2 Material und Methoden
9.2.1 15N-Labeling der Zellen
Das 15N-Labeling der mPER-Proteine aus HEK293-Zellen wurde von Sabrina Wendt
(AG Kramer, Institut für Medizinische Immunologie, Charité Universitätsmedizin Ber-
lin) durchgeführt.
Für das relative Quantifizieren mittels 15N-Labeling wurden HEK293/PER2-V5 und
HEK293/Per2-V5 + huPPP2R2B Zellen in 35 mm Zellkulturschalen bis zu einer Kon-
fluenz von ca. 80 % kultiviert. Die Isotopenmarkierung fand in dem in Abbildung 9.2
gezeigtem Schema statt. Zu Beginn der Isotopenmarkierung wurde das gesamte Nähr-




















Abbildung 9.2 – Arbeitsablauf für das 15N-Isotopenlabeling der HEK293/Per2-V5 Zellen;
die Zellen wurden jeweils nach dem obigen Schema passagiert und expan-
diert. Das Medium der HEK293/PER2-V5 Zellen enthält 14N-Stickstoff,
das Medium der HEK293/PER2-V5 + huPPP2R2B Zellen 15N-Stickstoff.
medium abgenommen und jeweils 2 ml Bioexpress 6000 Vollmedium zu den Zellen ge-
geben. Dabei setzte sich das Medium für die unmarkierten Zellen aus Bioexpress 6000
mammalian (unlabeled) (EURISO-TOP GmbH, Saarbrücken bzw. Cambride Isotope La-
boratories, Andover, MA, USA), 10 % dialysiertem Fetal Bovine Serum (PAA Laborato-
ries GmbH, Cölbe) und 1 % Penicillin/Streptomycin 100× (PAA Laboratoies GmbH) in
25 mM HEPES Puffer zusammen. Das Medium für die markierten Zellen enthielt bis auf
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Bioexpress 6000, welches durch Bioexpress 6000 mammalian U-15N 98 % ersetzt war, die
gleiche Zusammensetzung. Somit beeinhaltet das Medium der HEK293/Per2-V5 Zellen
14N-Stickstoff (unmarkiert), das Medium der HEK293/PER2-V5 + huPPP2R2B Zellen
ist mit 15N-Stickstoff versetzt (markiert).
Bei jeder der 5 Passagen wurden die Zellen mit 250 µl Trypsin versetzt und 5 Minuten
bei 37 ○C inkubiert. Die Trypsinreaktion wurde mit 150 µl Medium abgestoppt und 200 µl
der Zellsuspension passagiert. Die beiden Zelllinien wurden hierbei exakt gleich behan-
delt. Nach 5 Passagen wurden die Zelllinien auf jeweils 1×10 cm Zellkulturschale mit 7 ml
Medium expandiert. Wenn diese zu 100 % konfluent war, wurde auf jeweils 5×20 cm Zell-
kulturschalen mit je 20 ml Medium umgesäht. Die Zellernte wurde durchgeführt wenn
diese Zellen zu 100 % konfluent waren.
9.2.2 Zellernte
Die Zellen pro Zellkulturschale wurden einmal mit je 10 ml phosphatgepufferter Salz-
lösung (PBS) mit einer Temperatur von 0 ○C gewaschen, vollständig abgenommen und
dann 3 ml Co-IP-Lysispuffer mit einer Temperatur von 0 ○C dazugegeben, welcher einen
Proteaseinhibitor-Cocktail enthielt. Direkt im Anschluss wurde die Zellkulturschale im
Kühlschrank auf den Wipptisch gestellt und geschüttelt, bis sich die Zellen von alleine
lösten (ca. 10 min). Die Lysate wurden jeweils in einem 15 ml Falcongefäß vereinigt, auf
dem Rotationsschüttler gemischt, nach einer Zwischenkühlung mit einer Kanüle homoge-
nisiert und auf 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße verteilt. Danach wurden die unlöslichen
Zellbestandteile für 30 Minuten bei 4 ○C und mindestens 13 000 rpm abzentrifugiert und
die geklärten Lysate im Falcongefäß wiedervereinigt. Mittels BCA-Test (Smith et al.,
1985) wurde dann die Proteinkonzentration bestimmt. Es wurde außerdem im Western-
blot (Renart et al., 1979) pro Lysat eine Verdünnungsreihe von 1:1,5 durchgeführt, um
vor der Immunopräzipation von beiden Lysaten die gleiche Menge an mPER2 mischen zu
können. Aufgrund der Ergebnisse der Verdünnungsreihe wurden für den ersten Versuch
15 ml des 14N-Lysates und 7,5 ml des 15N-Lysates gemischt (Verhältnis 14N:15N =̂ 2:1).
Die gemischen Lysate mit einem Volumen von 22,5 ml wurden mit Co-IP-Lysispuffer,
welcher mit Proteaseinhibitor-Cocktail versetzt war, auf 30 ml aufgefüllt. Im Anschluss
wurde die Immunopräzipation wie in Abschnitt 3.4.2 auf Seite 32 beschrieben durchge-
führt.
9.2.3 Probenvorbereitung und Phosphopeptidanreicherung mittels TiO2
Die Proben wurden wie in Kapitel 3 ab Seite 31 beschrieben nach vorangehender Re-
duktion und Alkylierung auf ein Invitrogen-Gel gegeben und nach dem Entfärben und
Trocknen mit den Proteasen Trypsin, Elastase und Thermolysin verdaut. Die Peptide
wurden anschließend aus dem Gel extrahiert und für jeden Proteaseverdau einzeln ei-
ner Anreicherung der Phosphopeptide mittels TiO2 unterzogen. Die mobile Phase des
Belade- und des Waschschrittes wurden in einem Vial gesammelt, das Eluat des Elu-
tionsschrittes in einem zweiten Vial. Das Vial mit dem Eluat wurde im Anschluss di-
rekt am Q-TOF gemessen. Der Inhalt des Vials mit der mobile Phase des Belade- und
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Waschschrittes wurde vor der Messung auf ein Volumen von ca. 20 µl eingeengt. Die
Auswertung der Daten erfolgte manuell mit MassHunter Qualitative Analysis (B.04.00)
SP1 und Microsoft Excel 2007 SP2 (Microsoft, Redmont, WA, USA).
9.3 Ergebnisse
9.3.1 Qualität des Labelings
Bei der Auswertung der Daten fiel auf, dass die Isotopenmuster der mit 15N-Stickstoff
markierten Proben ein unvollständiges Labeling mit dem schweren Stickstoffisotop auf-
wiesen. Dies ließ sich an dem breiten Isotopenmuster der markierten Peptide erkennen.
Wie in Abbildung 9.3 auf Seite 130 erkennbar ist, weist das Isotopenmuster des schweren
Peptids EEQGFLQR nur eine Einbaurate von ca. 64 % auf. Außerdem ist zu erkennen,
dass das berechnete Isotopenmuster für eine gleichmäßige Einbaurate von 15N-Stickstoff
von dem real gemessenen Isotopenmuster abweicht. Dies kann darauf hindeuten, dass
die verschieden Aminosäuren mit einer unterschiedlichen Rate an 15N-Stickstoff markiert
wurden oder das die Isotopenmarkierung in der Zellkultur verloren ging. Ein ähnliches
Bild ist auch bei dem Phosphopeptid ApSPPLFQSR in Abbildung 9.4 auf Seite 131
zu sehen. Das Labeling der schweren Variante scheint einige Prozentpunkte besser zu
sein als das des Peptids EEQGFLQR, was ebenfalls auf einen unterschiedlichen Grad an
15N-Labeling in Abhängigkeit zur Sequenz hindeutet.
Dabei ist unklar, warum die Isotopenmarkierung auch nach acht Zellteilungen kei-
ne höhere Einbaurate aufweist. Beim metabolischen Labeling von Ratten und Mäusen
wurden nach 44 bzw. 56 Tagen Einbauraten des 15N-Labels von größer 90 % gefunden
(McClatchy et al., 2007; Frank et al., 2009). Für das 15N-Labeling mit Bioexpress 6000
mammalian U-15N 98 % in Zellkultur liegen allerdings bislang keine Vergleichswerte für
den Einbau der Isotopenmarkierung vor. Aus dem Umstand, dass die Peptide keinen
einheitlichen Grad an 15N-Isotopenmarkierung aufwiesen, ergaben sich Probleme für die
automatische Datenauswertung. Die von uns verwendete Mascot Distiller Quantitation
Toolbox kann zwar ein unvollständiges Labeling berücksichtigen, dies funktioniert aller-
dings nur bei einem relativ hohen Grad an Isotopenmarkierung und bei gleichmäßigem
Vorhandensein dieser für alle Peptide.
Daher wurden die Daten für die 15N-markierten Proben manuell ausgewertet. Als
Software wurde dafür Masshunter Qualitative Analysis verwendet. Aus den Mascot-
Suchergebnissen wurde zuerst die Masse des leichten Peptids herausgesucht. Für die-
ses wurde dann in Masshunter Qualitative Analysis ein Extracted-Ion-Chromatogramm
(EIC) erstellt, um den entsprechenden Peak im Chromatogramm zu ermitteln. Im Be-
reich dieses Peaks wurden dann im MS-Spektrum die entsprechenden Massenbereiche der
Peptide für die leichte und die schwere Variante der Isotopenmarkierung herausgesucht,
siehe Abbildung 9.5 auf Seite 132. Die Abbildung zeigt dieses Vorgehen beispielhaft
für ein unphosphoryliertes Peptid (A) und ein phosphoryliertes Pepid (B). Anschlie-
ßend wurden für die Massenbereiche der jeweiligen Isotopenmuster neue EICs erstellt,
welche den gesamten Massenbereich der Isotopenverteilung umfassten. Dabei war dar-
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Berechnetes Isotopenmuster EEQGFLQR, 2+
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+MS Chip Scan (16.449 min) Frag=175.0V 0373_QTOF_5483.d  
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A leichte Variante ohne Labeling
B schwere Variante mit 15N-Labeling
Abbildung 9.3 – Vergleich der gemessenen und berechneten Isotopenmuster von EE-
QGFLQR, 2+ leichte und schwere Variante; die Einbaurate des 15N-
Stickstoffes beim schweren Label liegt bei ca. 64 %.
auf zu achten, dass es über den Verlauf des Peaks zu keiner isobaren Überlappung mit
anderen gemessenen Substanzen kam, welche das Ergebnis verfälscht hätten. Von den so-
mit neu erstellten Extracted-Ion-Chromatorgammen wurde anschließend manuell jeweils
der Peak der leichten und der schweren Form zur Flächenbestimmung integriert. Abbil-
dung 9.6 auf Seite 133 zeigt die Ermittlung der Peakflächen für ein unphosphoryliertes
Peptid (A) und ein phosphoryliertes Pepid (B). Die ermittelten Werte wurden anschlie-
ßend in eine Microsoft Excel 2007 Tabelle überführt, mit welcher auch die Verhältnisse
von leichter Variante zu schwerer Variante berechnet wurden. Das gleiche Verfahren
bei der Auswertung wurde für alle Peptide angewandt. Peptide, welche isobare Über-
lappungen über den zu integrierenden Bereich zeigten, wurden von der Quantifizierung
ausgeschlossen.
Da bei der mit 15N-Stickstoff markierten Zellkultur die Phosphatase PP2A überexpri-
miert ist, wäre bei Phosphopeptiden, welche durch diese Phosphatase reguliert werden,
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Berechnetes Isotopenmuster ApSPPLFQSR, 2+ 15N 69%
546.244
B
A leichte Variante ohne Labeling
B schwere Variante mit 15N-Labeling
Abbildung 9.4 – Vergleich der gemessenen und berechneten Isotopenmusters von ApSPP-
LFQSR, 2+ leichte und schwere Variante; die Einbaurate des 15N-
Stickstoffes beim schweren Label liegt bei ca. 69 %.
be geringer ist als in der unmarkierten Probe. Dies würde sich beim entsprechenden
Phosphopeptid durch einen erhöhten Quotienten des Verhältnisses von leichter Probe zu
schwerer Probe widerspiegeln.
9.3.2 Ergebnisse der Quantifizierung mit 15N markierten Proben
Erster Versuch
Für den ersten Versuch wurde jeweils eine Bande des Polyacrylamid-Geles für den Ver-
dau mit einer Protease verwendet. Die Ergebnisse für die drei Proteasen sind in den
Tabellen 4 bis 6 auf Seiten 229 bis 231 im Anhang zu finden. In der Spalte „Mod“ sind
Proteinmodifzierungen mit Ausnahme der Phosphorylierung zu finden, welche separat
in der Spalte „Phospho“ aufgelistet ist. In der Spalte „Peptid“ sind die entsprechenden
Aminosäuren rot und blau dargestellt, wenn die Phosphorylierung genau bzw. nicht ge-
nau lokalisiert werden konnte. Die Modifikationen sind wie in Tabelle 9.1 auf Seite 134
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ApSPPLFQSR, 2+
B
Abbildung 9.5 – Für die Erstellung der Extracted-Ion-Chromatogramme verwendete Be-
reiche des Isotopenmusters von EEQGFLQR, 2+ (A) und ApSPPLF-
QSR, 2+ (B); die EICs werden jeweils für den Bereich des Isotopenmus-
ters der leichten und schweren Peptidvariante erstellt.
aufgelistet abgekürzt. Wie aus den Tabellen ersichtlich ist, ergibt sich für alle Peptide
auch beim Verdau mit verschiedenenen Proteasen ein Mittelwert von Mittelwert von 1,48
(Standardabweichung ±0,11) für das Verhältnis von leichter zu schwerer Probe. Die Mit-
telwerte betrugen für den Verdau mit Trypsin 1,48 (±0,10), für den Verdau mit Elastase
1,49 (±0,09) und für den Verdau mit Thermolysin 1,47 (±0,12).
Abweichungen des Peptidverhältnisses, welche auf eine veränderte Phosphorylierung
hindeuten würden, waren bei diesem erstem Versuch nur bei dem Peptid LRQPCACPV-
pTPPAGT (T-959) des Thermolysinverdaus zu beobachten. Es handelt sich hierbei al-




























+ESI EIC(506.629-509.386) Scan Frag=175.0V 0373_QTOF_5483.d 
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EIC im Bereich 503,442-504,972 m/z
(unmarkiertes Peptid)
EIC im Bereich 506,629-509,386 m/z





















+ESI EIC(545.090-547.925) Scan Frag=175.0V 0373_QTOF_5482.d
* 762422 






EIC im Bereich 541,490-543,417 m/z
(unmarkiertes Peptid)
EIC im Bereich 545,090-547,925 m/z
(Isotope des 15N-markierten Peptids)
Abbildung 9.6 – Integrierte Extracted-Ion-Chromatogramme für den leichten und schwe-
ren Bereich des Isotopenmusters von EEQGFLQR, 2+ (A) und ApSPP-
LFQSR, 2+ (B); die Extracted-Ion-Chromatogramme wurden jeweils
über den in Abbildung 9.5 gezeigten Bereich für das unmarkierte und
das 15N-markierte Peptid erstellt. Anschließend wurden die Peakflächen
integriert und die ermittelten Werte in Excel übertragen, um das Ver-
hältnis Leicht:Schwer zu berechnen.
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Tabelle 9.1 – Zuordnung der Modifikationen
leichter und schwerer Probe.
Zweiter Versuch
Beim ersten Versuch wurden durch die geringe Proteinmenge nur wenige Peptide von
mPER2 gefunden. Aus diesem Grund wurde der Versuch mit einem größeren Immu-
nopräzipations-Ansatz wiederholt. Die Proben wurden aufgrund der größeren Menge an
Material auf zwei Polyacrylamid-Gele aufgetragen. Anschließend wurden jeweils mehrere
Banden mit einer Protease verdaut und dann die Extrakte für die Phosphopeptidanrei-
cherung mit TiO2 vereinigt. Da die Ausbeute des Verdaus mit Trypsin höher ist, wurden
für den tryptischen Verdau drei Gelbanden, für den Verdau mit Elastase und Thermo-
lysin jeweils vier Gelbanden verwendet.
Die Ergebnisse der Quantifizierung für den zweiten Versuch sind in den folgenden
Tabellen 9.2 bis 9.4 ab dieser Seite bis Seite 138 zu finden.
Peptid Mod Phospho z Verh. Leicht⁄Schwer
MLVESSNTHPSPDDAFR - - 3+ 0,95
MLVESSNTHPSPDDAFR 2 - 3+ 1,03
MLVESSNTHPSPDDAFR - S-74 3+ 1,13
MLVESSNTHPSPDDAFR 2 S-74 3+ 1,05
LMMTEAEHNPSTSGCSSEQSAK 1 - 3+ 1,05
LMMTEAEHNPSTSGCSSEQSAK 2,1 - 3+ 1,01
LMMTEAEHNPSTSGCSSEQSAK 2,2,1 - 3+ 0,97
ILYISNQVASIFHCK 1 - 3+ 1,05
FVEFLAPHDVSVFHSYTTPYK - - 3+ 0,99
FVEFLAPHDVSVFHSYTTPYK - - 4+ 1,01
VQEQQGAESQLCCLLLAER 1,1 - 2+ 1,03
VQEQQGAESQLCCLLLAER 1,1 - 3+ 0,97
IFTTTHTPNCLFQAVDER 1 - 3+ 1,02
ILQAGGQPFDYSPIR - - 2+ 1,06
VGPLNEDVFAASPCPEEK 1 - 2+ 1,02
TPHPSVQELTEQIHR - - 3+ 1,08
TPHPSVQELTEQIHR - - 4+ 1,03
Fortsetzung auf nächster Seite
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Fortgesetzt von letzter Seite
Peptid Mod Phospho z Verh. Leicht⁄Schwer
EASVAEMQSSPPAQVK 2 - 2+ 1,06
EASVAEMQSSPPAQVK - - 2+ 1,02
EASVAEMQSSPPAQVK - S-545 2+ 1,03
NQPPCSYQQISCLDSVIR 1,1 - 2+ 1,06
NQPPCSYQQISCLDSVIR 1,1 - 3+ 0,99
YLESCSEAATLK 1 - 2+ 1,06
KATVSPGLHSGEAARPSK - - 4+ 0,98
KATVSPGLHSGEAARPSK - S-624 4+ 1,06
ATVSPGLHSGEAARPSK - - 4+ 1,02
ATVSPGLHSGEAARPSK - - 3+ 0,99
ATVSPGLHSGEAARPSK - S-624 3+ 1,00
ATVSPGLHSGEAARPSK - S-624 3+ 1,11
VTSHTEVSAHLSSLTLPGK - - 4+ 1,05
AESVVSLTSQCSYSSTIVHVGDK 1 S-662 1×664/-
665/668/669
3+ 0,99
AESVVSLTSQCSYSSTIVHVGDK 1 S-662 1×665/-
668/669
3+ 1,05
AESVVSLTSQCSYSSTIVHVGDK 1 4×Phos. Iso1 3+ 1,06
AESVVSLTSQCSYSSTIVHVGDK 1 4×Phos. Iso2 3+ 0,99
KPQPELETVEDMASGPESLDGAAGGLSQEK - - 3+ 1,05
KPQPELETVEDMASGPESLDGAAGGLSQEK 2 - 3+ 1,11
KPQPELETVEDMASGPESLDGAAGGLSQEK 2 - 3+ 1,07
KPQPELETVEDMASGPESLDGAAGGLSQEK - S-693 S-697 3+ 1,01
KPQPELETVEDMASGPESLDGAAGGLSQEK - 1×693/697 3+ 0,99
KPQPELETVEDMASGPESLDGAAGGLSQEK 2 S-693 S-697 3+ 0,96
KPQPELETVEDMASGPESLDGAAGGLSQEK 2 1×693/697 3+ 0,98
KPQPELETVEDMASGPESLDGAAGGLSQEK - - 3+ 1,06
EEQGFLQR - - 2+ 1,04
NTSGLESSWK - - 2+ 1,07
QPCACPVTPPAGTVALGR 1,1 - 2+ 0,93
ASPPLFQSR - S-971 2+ 1,09
SGASATSDSLGSSSLGFGTSQSGAGSSDTSHTSK - - 3+ 0,98







MIPDTEESEQFIK - - 2+ 0,99
MIPDTEESEQFIK 2 - 2+ 1,05
DLQAVLKEDQEK - - 2+ 1,03
DLQAVLKEDQEK - - 3+ 0,99
DLQAVLKEDQEK - - 2+ 0,97
GNICLPYEEDSPSPGLCDTSEAKEEEGEQLTGPR 1,1 - 4+ 0,92
GNICLPYEEDSPSPGLCDTSEAKEEEGEQLTGPR 1,1 - 4+ 0,95
GNICLPYEEDSPSPGLCDTSEAKEEEGEQLTGPR 1,1 S-1231 4+ 1,11
Fortsetzung auf nächster Seite
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Fortgesetzt von letzter Seite
Peptid Mod Phospho z Verh. Leicht⁄Schwer
GNICLPYEEDSPSPGLCDTSEAKEEEGEQLTGPR 1,1 S-1229 S-1231 4+ 1,14
VVDLEGPR - - 2+ 1,10
FEGKPIPNPLLGLDSTR - - 2+ 0,97
FEGKPIPNPLLGLDSTR - - 3+ 1,01
Mittelwert (Standardabweichung) 1,02 (±0,05)
Tabelle 9.2 – mPER2 15N-Quantifizierung des Trypsinverdaus (zweiter Versuch); Verhält-
nisse der quantifizierten Peptide aus Eluat und Waschfraktion der Phospho-
peptidanreicherung von drei vereinigten Gelbanden










SNTHPSPDDAFRL - - 3+ 1,03
SNTHPSPDDAFRL - S-74 3+ 1,02
KQVKANEEYYQLL - - 3+ 1,04
FHCKKDAFSDA 1 - 2+ 0,97
FHCKKDAFSDA 1 - 3+ 1,07
KFVEFLAPHDVS - - 3+ 0,93
RYQPFRMTPYLV - - 3+ 1,07
RYQPFRMTPYLV 2 - 3+ 0,94
HSGYEAPRIPPEKRI - - 4+ 1,04
HSGYEAPRIPPEKRI - - 4+ 1,02
FQAVDERAVPL - - 2+ 1,05
YLPQDLIETPV - - 2+ 0,98
QLHPSDRPLMLA 5 - 2+ 1,01
RFRTRNGEYITL 3 - 3+ 1,03
TRNGEYITLDT 3 - 2+ 0,98
SFINPWSRKI - - 3+ 1,02
SPCPEEKTPHPSVQELTEQI 1 - 3+ 0,97
SVAEMQSSPPAQV 2 S-545 2+ 1,06
SVAEMQSSPPAQV 2 - 2+ 0,98
YKNQPPCSYQQI 1 - 2+ 1,07
TVSPGLHSGEAARPS - S-624 2+ 1,05
TVSPGLHSGEAARPS - S-624 3+ 1,12
HVGDKKPQPELETV - - 3+ 1,02
HVGDKKPQPELETV - - 3+ 1,03
Fortsetzung auf nächster Seite
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Fortgesetzt von letzter Seite
Peptid Mod Phospho z Verh. Leicht⁄Schwer
EDMASGPESLDGAAGGLSQEKGPLQKL 2 S-693 S-697 3+ 0,98
EDMASGPESLDGAAGGLSQEKGPLQKL - S-693 S-697 3+ 1,03
EDMASGPESLDGAAGGLSQEKGPLQKL 2 - 3+ 1,02
EDMASGPESLDGAAGGLSQEKGPLQKL 2 1×693/697 3+ 0,98
HTQREEQGFLQR - - 3+ 1,03
SHRPPLMGL - - 2+ 1,02
HTGFTMPVVPMGTQPEFA - - 2+ 0,98
HTGFTMPVVPMGTQPEFA 2 - 2+ 1,01
STLRQPCACPV 1,1 - 2+ 0,99
ALGRASPPLFQSRGSSPLQL - S-971 S-981 3+ 0,99
ALGRASPPLFQSRGSSPLQL - S-971 S-980
S-981
3+ 1,10
RASPPLFQSRGSSPLQL - S-971 S-980
S-981
3+ 1,21
RASPPLFQSRGSSPLQL - S-971 S-981 3+ 0,97
RASPPLFQSRGSSPLQL - S-971 S-980
S-981
2+ 1,20
KMIPDTEESEQFI - - 2+ 1,07
KYVLQDPIWLL - - 2+ 0,99
KYVLQDPIWL - - 2+ 1,01
KYVLQDPI - - 2+ 1,04
YQLPSRDLQAV - - 2+ 1,03
DLEGPRFEGKPIPNPLLGLDSTRT - - 4+ 0,97
DLEGPRFEGKPIPNPLLGLDST - - 3+ 1,03
Mittelwert (Standardabweichung) 1,03 (±0,05)
Tabelle 9.3 – mPER2 15N-Quantifizierung des Elastaseverdaus (zweiter Versuch); Verhält-
nisse der quantifizierten Peptide aus Eluat und Waschfraktion der Phospho-
peptidanreicherung von vier vereinigten Gelbanden










LVESSNTHPSPDDAFRL - S-74 3+ 0,99
LVESSNTHPSPDDAFR - - 3+ 1,04
LVESSNTHPSPDDAFR - S-74 3+ 1,02
LVESSNTHPSPDDA - - 2+ 1,02
Fortsetzung auf nächster Seite
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Fortgesetzt von letzter Seite
Peptid Mod Phospho z Verh. Leicht⁄Schwer
LAPHDVSVFHS - - 3+ 1,03
VHSGYEAPRIPPEKR - - 4+ 1,10
VRVGPLNEDVFA - - 2+ 1,01
VRVGPLNEDVF - - 2+ 0,99
LTEQIHRL - - 3+ 1,02
LMQPVPHSGSSGYGS - - 2+ 1,04
LMSQTSSSDSNGQEESHRRRSG 3 - 4+ 1,01
VAEMQSSPPAQVKA - S-545 2+ 0,98
IERDSSGASLPKA - - 3+ 1,04
LAYKNQPPCSYQQ 1 - 2+ 1,00
LDSVIRY - - 2+ 1,00
LHSGEAARPSKVTSHTEVSAH - - 5+ 1,06
IVHVGDKKPQPELETVEDMASGPES - - 4+ 1,03
LDGAAGGLSQEKGPLQK - - 3+ 1,06
VLAAHTQREEQGF - - 3+ 1,06
AWSPSDTSQSSCPSAPFPT 1 - 2+ 1,00
IVSTPGTVVAPPAATHTG - - 2+ 0,98
MLPSYPFPPATPNLPQA - - 2+ 1,00
FLPSQPHFPAHPT - - 3+ 1,02
LASEITPASQAEFPSRTST - - 2+ 1,02
LRQPCACPVTPPAGT 1,1 T-959 2+ 1,40
LRQPCACPVTPPAGT 1,1 - 2+ 0,98
LGRASPPLFQSRGSSPLQ - S-971 S-980
S-981
3+ 1,10
LGRASPPL - S-971 2+ 1,04
FQSRGSSPLQLNL - S-980 S-981 2+ 1,07
FQSRGSSPLQLN - S-980 S-981 2+ 1,05
LLQLEEAPEGSTGAAGT - - 2+ 0,97
LSRSGASATSDSLGSSS - - 2+ 1,07
LGFGTSQSGAGSSDTSHTSKY - - 3+ 0,99
FGTSQSGAGSSDTSHTSKY - - 3+ 1,02
IEAQTKGGRADPAF - - 3+ 0,99
Mittelwert (Standardabweichung) 1,03 (±0,07)
Tabelle 9.4 – mPER2 15N-Quantifizierung des Thermolysinverdaus (zweiter Versuch); Ver-
hältnisse der quantifizierten Peptide aus Eluat und Waschfraktion der Phos-
phopeptidanreicherung von vier vereinigten Gelbanden
Der Gesamtmittelwert der Peptidverhältnisse betrug 1,03 mit einer Standardabweichung
von 0,06. Die einzelnen Mittelwerte lagen bei den Messungen bei 1,02 (±0,05) für den
Verdau mit Trypsin, 1,03 (±0,05) für den Verdau mit Elastase und 1,03 (±0,07) für
den Verdau mit Thermolysin. Auch bei dieser Versuchsreihe waren keine Änderungen
des Verhältnisses zwischen leichter und schwerer Probe zu beobachten, bis auf die Ände-
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rung beim Peptid LRQPCACPVpTPPAGT (T-959) des Thermolysinverdaus. Bei diesem
Peptid war erneut ein vom Mittelwert abweichendes Verhältnis von leichter zu schwerer
Probe von 1,40 zu beobachten.
Zweiter Versuch; erneute Messung von Banden mit Thermolysinverdau
Die Messung mit einem erneuten Verdau mit Thermolysin und Phosphopeptidanreiche-
rung wurde mit 3 Gelbanden wiederholt, um die Ergebnisse der ersten beiden Messungen
für das Peptid LRQPCACPVpTPPAGT (T-959) zu bestätigen.







FSPSPTSPTKEPGAPQPTQA - - 2+ 1,06
LVESSNTHPSPDDAFRL - S-74 3+ 1,08
LVESSNTHPSPDDA - - 2+ 1,03
LAPHDVSVFHS - - 3+ 1,03
LVKVQEQQGAESQ - - 2+ 1,00
VHSGYEAPRIPPEKR - - 4+ 1,07
LGYLPQDLIETPVLVQ - - 2+ 1,04
VRVGPLNEDVFA - - 2+ 1,02
VRVGPLNEDVF - - 2+ 1,01
IERDSSGASLPKA - - 3+ 1,05
LAYKNQPPCSYQQ 1 - 2+ 1,00
IVHVGDKKPQPELETVEDMASGPES - - 4+ 1,02
VGDKKPQPELETVEDMASGPES - - 3+ 1,00
LDGAAGGLSQEKGPLQK - - 3+ 1,02
LRNTSGLESSWKK - - 4+ 1,02
AWSPSDTSQSSCPSAPFPT 1 - 2+ 1,02
FMLPSYPFPPATPNLPQA - - 2+ 0,99
FMLPSYPFPPATPNLPQA 2 - 2+ 1,02
MLPSYPFPPATPNLPQA - - 2+ 0,99
FLPSQPHFPAHPT - - 3+ 1,02
LASEITPASQAEFPSRTST - - 2+ 1,01
LASEITPASQAEFPSRTST - - 3+ 1,02
ITPASQAEFPSRTST - - 2+ 1,05
LRQPCACPVTPPAGT 1,1 - 2+ 1,01
LRQPCACPVTPPAGT 1,1 T-959 2+ 1,44
LGRASPPL - S-971 2+ 1,01
FQSRGSSPLQ - S-981 2+ 0,97
LLQLEEAPEGSTGAAGT - - 2+ 1,01
LSRSGASATSDSLGSSS - - 2+ 1,04
LGFGTSQSGAGSSDTSHTSKY - - 3+ 1,00
FGTSQSGAGSSDTSHTSKY - - 3+ 1,04
Fortsetzung auf nächster Seite
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Fortgesetzt von letzter Seite
Peptid Mod Phospho z Verh. Leicht⁄Schwer
VHPWVHTGGLPTA - - 3+ 1,03
IEAQTKGGRADPAF - - 3+ 1,01
FEGKPIPNP - - 2+ 1,05
Mittelwert (Standardabweichung) 1,03 (±0,07)
Tabelle 9.5 – mPER2 15N-Quantifizierung des zweiten Thermolysinverdaues (zweiter Ver-
such); Verhältnisse der quantifizierten Peptide aus Eluat und Waschfraktion
der Phosphopeptidanreicherung von drei vereinigten Gelbanden
Der Mittelwert der Peptidverhältnisse beim erneuten Verdau der Probe des zweiten
Versuches mit Thermolysin war 1,03 mit einer Standardabweichung von 0,07. Auch hier
war ein abweichendes Verhältnis von leichter zu schwerer Probe von 1,44 beim Peptid
LRQPCACPVpTPPAGT (T-959) des Thermolysinverdaus zu beobachten.
9.4 Diskussion
Beim relativen Quantifizieren der Phosphorylierung von mPER2 mit 15N-Stickstoff unter
Untersuchung des Einflusses der Serine/threonine-protein phosphatase 2A gibt es nach
den beiden Versuchsreihen Indizien für eine Regulation der Phosphorylierung am Threo-
nin 959 von mPER2. Die entsprechenden Faktoren sind in den Tabellen der Versuche
rot gekennzeichnet. Die mit der quantitativen Methode gemessene relative Änderung in
der Phosphorylierung des Threonins 959 ist jedoch mit einem Faktor von ca. 1,4 relativ
gering. Daher sind molekularbiologische Folgeversuche notwendig, um einen Einfluss der
Phosphatase auf diese Phosphorylierungsstelle zu validieren, zum Beispiel durch Substi-
tution des Threonins in der Aminosäuresequenz.
Problematisch am Quantifizieren mit 15N-Labeling waren auch die relativ geringen
Mengen an Protein in beiden Versuchen. In der zweiten Versuchsreihe kam es zudem
bei der Immunopräzipation zu einer Koanreicherung von anderen Proteinen, welche die
mPER2 Bande teilweise überlagerten. Dementsprechend wurden auch Phosphopeptide
dieser Proteine über TiO2 mitangereichert. Da das Labeling mit 15N-Aminosäuren zudem
relativ teuer ist, würden größere Ansätze der Versuche die Kosten für entsprechende
Experimente stark erhöhen. Das säurekatalysierte Labeling mit 18O-Sauerstoff, welches
in Kapitel 10 beschrieben ist, würde zu einem späteren Zeitpunkt der Probenaufbereitung
erfolgen und wäre folglich in Bezug auf die Quantifizierung weniger exakt. Dafür wäre
diese Methode erheblich kostengünstiger als das metabolische 15N-Labeling. Dies würde
ein größeres Screening der Kinasen und Phosphatasen bezüglich ihres Einflusses auf
bestimmte Phosphorylierungsstellen der Period-Proteine ermöglichen.
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Die Isotopenmarkierung von Peptiden mit 18O-Sauerstoff wird bislang meist mittels
einer enzymatischen Katalyse durchgeführt, wobei verschiedene Enzyme zum Einsatz
kommen können. So ist zum Beispiel ein esterasekatalysierter Austausch (Bender und
Kemp, 1957), ein phosphatasekatalysierter Austausch (Murphy und Clay, 1990) oder
ein Austausch während der proteasekatalysierten Hydrolyse der Peptidbindung (Sha-
ron et al., 1962) möglich. Dabei interagieren unterschiedliche Proteasen in verschiedener
Weise mit der Amidbindung bzw. der neu enstandenen C-terminalen Carboxygruppe.
So führen Proteasen, die ausschließlich mit der Amidbindung interagieren nur zum Aus-
tausch eines Sauerstoffatoms. Der proteolytische Verdau eines Proteins mit Chymotryp-
sin und Asp-N resultiert daher nur im Austausch eines 18O-Sauerstoffs, wobei dies beim
Chymotrypsin nur beim einstufigen 18O-Labeling während der Proteolyse zutrifft, siehe
Yao et al. (2003). Andere Proteasen interagieren auch mit der freien C-terminalen Car-
boxygruppe, sodass deren beide Sauerstoffatome ausgetauscht werden. Auf diese Weise
können sowohl bei der proteolytischen Spaltung durch Trypsin, als auch bei der Spaltung
durch Lys-C und Glu-C beide Sauerstoffatome der Carboxygruppe isotopenmarkiert wer-
den (Schnolzer et al., 1996). Diese Methode der Isotopenmarkierung mit 18O-Sauerstoff
kann zur Identifizierung des C-Terminus eines Proteins angewandt (Rose et al., 1983).
Schnolzer et al. (1996) zeigten erstmalig die Anwendung von 18O-Labeling von Peptiden
nach Proteaseverdau für deren relative Quantifizierung.
Die 18O-Isotopenmarkierung der Carboxygruppen ist relativ stabil gegenüber chemi-
schen Einflüssen. Es ergibt sich z.B. keine Änderung der Isotopenmarkierung bei 5 % FA
4 ○C über 24 Stunden (Stewart et al., 2001). Erst bei Zugabe von 2–3 % TFA bei glei-
chen Bedingungen findet ein Sauerstoffaustausch statt, der auch die Carboxygruppen
an Glutaminsäure und Asparaginsäure betrifft (Stewart et al., 2001). Das 18O-Labeling
wird ähnlich wie ICAT für das Labeling auf Peptidebene für quantitative Proteomanaly-
tik verwendet (Fenselau et al., 2001). Die Forschung der letzten Jahre konzentrierte sich
vor allem darauf, die Methode des Labelings effektiver und den Arbeitsablauf robuster
und weniger zeitaufwendig zu gestalten.
Um die Effizienz der Isotopenmarkierung zu erhöhen, erfolgt das Labeling der Peptide
nach dem tryptischen Verdau in einem separaten Labeling-Schritt, in dem der Probe
erneut eine höhere Menge an Trypsin zugegeben und sie bei 30 ○C über Nacht inkubiert
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wird (Heller et al., 2003). Da das Trypsin seine Aktivität nach dem Labeling behält, kann
ein Verlust der Isotopenmarkierung auftreten, wenn sich die Probe wieder in Wasser ohne
Anreicherung von H182 O befindet. Um dies zu verhindern, wird das Trypsin entweder
durch Einfrieren bei −30 ○C (Heller et al., 2003), durch Kochen des Ansatzes für 10
Minuten (Petritis et al., 2009) oder durch Alkylierung nach der Reaktion inaktiviert
(Gevaert et al., 2004).
Bei anderen Ansätzen wird immobilisierte Protease für den Verdau bzw. das Labeling
benutzt (Sevinsky et al., 2007). Ansätze mit z.B immobilisiertem Trypsin eignen sich
allerdings wegen unspezifischer Bindungen nicht für kleine Mengen biologischer Proben,
bei denen die Proteinmenge im niedrigen Mikrogrammbereich liegt (Petritis et al., 2009).
Bei der enzymkatalysierten Isotopenmarkierung mit 18O-Sauerstoff weisen die Pre-
cursorionen zwischen leichter und schwerer Probe durch den Einbau von maximal zwei
schweren Sauerstoffatomen einen maximalen Massenunterschied von 4 Da auf. Bei höher
geladenen Peptiden können sich daher durch diese relativ geringe Massendifferenz über-
lappende Isotopenmuster zwischen leichter und schwerer Probe ergeben. Durch Quanti-
fizierung auf MS/MS-Ebene wird versucht, diese Problematik abzumildern (White et al.,
2009).
Als Software zur Berechnung der Verhältnisse zwischen schwerer und leichter Probe
und zum Dekonvolutieren der Isotopenmuster beim Labeling mit 18O-Sauerstoff kann
z.B. die Mascot Distiller Quantitation Toolbox (Matrix Science Ltd., London, UK) zum
Einsatz kommen. Einen Überblick über das Thema enzymkatalysiertes 18O-Labeling
zeigen die Reviews von Capelo et al. (2010) und Miyagi und Rao (2007).
10.1.2 Säurekatalysiertes 18O-Labeling
Alternativ zum enzymkatalysierten Labeling von Carboxygruppen ist auch ein säure-
oder basenkatalysierter Ansatz der 18O-Isotopenmarkierung von Carboxygruppen mög-
lich. Der Ansatz zur Isotopenmarkierung von Carboxygruppen mit 18O-Sauerstoff wur-
de an Aminosäuren zuerst durch Mears und Sobotka (1939) gezeigt. Hierbei wurde die
getrocknete Aminosäure in 18O-Wasser gelöst und über einen längeren Zeitraum auf-
gekocht. Murphy und Clay (1979) verwendeten durch Säurekatalyse isotopenmarkierte
Aminosäuren als interne Standards für die gaschromatographische Analyse in Kombi-
nation mit Massenspektrometrie. Bei dieser Methode wurden die Aminosäuren mit HCl
in H182 O für mehrere Tage auf 60–70 ○C erhitzt. Der Mechanismus der Reaktion ist in
Abbildung 10.1 auf Seite 143 dargestellt.
Kürzlich wurde die Möglichkeit der säurekatalysierten 18O-Isotopenmarkierung für
das Labeling von Peptiden bei proteomischen Anwendungen durch Niles et al. (2009)
untersucht. Dabei wurden die zu markierenden Peptide mit 1 % TFA in Wasser mit
50 % H182 O versetzt, bis nach 11 Tagen bei Raumtemperatur das Equilibrium erreicht
war. Neben dem C-Terminus werden so auch die Carboxygruppen von Glutaminsäure
und Asparaginsäure isotopenmarkiert, wobei der Austausch an der Asparaginsäure am
langsamsten abläuft (Niles et al., 2009). Ein anderer Ansatz für das säurekatalysierte
18O-Labeling wurde von Liu et al. (2010) vorgestellt. Die Proteine wurden direkt mit
2,5 % FA in Wasser mit 50 % H182 O und 20 mM DDT versetzt und für 15 Minuten in
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Abbildung 10.1 – Mechanismus des säure- und basenkatalysierten 18O-Labelings nach
Murphy und Clay (1990)
der Mikrowelle erhitzt. Die Proteine werden bei dieser Methode säurekatalysiert partiell
hydrolysiert und gleichzeitig an den Carboxygruppen isotopenmarkiert.
10.2 Material und Methoden
Für die Experimente zur Isotopenmarkierung mittels 18O-Sauerstoff wurde Cer(IV)-
Ammoniumnitrat von Alfa Aesar (Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Bismuth-Triflat,
Phosphorpentoxid, wasserfreies Calciumchlorid, konzentrierte Trifluormethansäure und
konzentrierte Trifluormethylsulfonsäure stammten von Sigma Aldrich (St. Louis, USA).
Es kam weiterhin 37 % Salzsäure der Firma Carl Roth (Carl Roth GmbH + Co. KG,
Kalsruhe, Deutschland) zum Einsatz. Außerdem wurde isotopenmarkiertes Wasser in den
Reinheitsgraden 97 % 18O der Firma Euroisotope SAS (Saint-Aubin Cedex, Frankreich)
und 99 % 18O von Sigma-Aldrich verwendet.
Die konzentrierte Salzsäure in H182 O wurde vor Ort mittels der Apparatur in Ab-
bildung 10.2 auf Seite 144 hergestellt. Dazu wurde 37 % Salzsäure auf wasserfreies
Calcium-Chlorid getropft, wodurch Chlorwasserstoffgas entstand, welches durch das Lei-
ten über Phosphorpentoxid getrocknet wurde. Dieses Chlorwasserstoffgas wurde dann
durch 100 µl 18O-Wasser geleitet. Dieser Vorgang wurde für 3 Stunden durchgeführt um
sicherzustellen, dass die Salzsäurelösung gesättigt war.
Die Reaktionen erfolgten in 0,2 ml Reaktionsgefäßen der Firma Carl Roth. Die Proben
wurden während der Reaktion auf einem Thermomix Comfort der Firma Eppendorf (Ep-
pendorf AG, Hamburg, Deutschland) temperiert. Das Trocknen der Proben erfolgte in
Vakuumkonzentratoren (Concentrator 5301) der Firma Eppendorf bei niedrigster Tem-
peratureinstellung (<30 ○C) und von Thermo Scientific (Savant SPD121P SpeedVac©)
bei Raumtemperatur. Für die Gefriertrocknung wurde ein Lyophilisator Modell Alpha
2-4 von Christ (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode am Harz,
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Abbildung 10.2 – Apparatur zur Herstellung der schweren konzentrierten HCl: konzen-
trierte Salzsäure wird auf wasserfreies CaCl2 getropft, welches das Was-
ser bindet. Dadurch wird Chlorwasserstoffgas frei, welches über Phos-
phopentoxid getrocknet wird. Das getrocknete Gas wird durch H182 O
geleitet, wodurch Salzsäure mit schwerem 18O-Wasser entsteht.
Deutschland) eingesetzt. Nach der Reaktion wurden die Proben entweder im Vakuum-
konzentrator oder bei der Verwendung von Salzsäure zur Säurekatalyse unter trockenem
Stickstoff getrocknet. Der Aufbau der Apparatur zum Trocknen des Stickstoffs war wie
in Abbildung 10.3 auf Seite 145 abgebildet. Stickstoff aus dem Haustank wurde zuerst
durch eine „Big moisture trap“ Model 23991 von Supelco (Sigma-Aldrich) geleitet, um
im Stickstoff enthaltenes Wasser zu binden. Anschließend wurden verbleibende Spuren
von Wasser durch zweimaliges Leiten über Phosphopentoxid entfernt. Der getrocknete
Stickstoff wurde über die Probe geleitet, um so die wässrige Salzsäure zu entfernen.
Sämtliche Proben der Versuchsreihe wurden am Q-TOF gemessen. Als Testpeptide
wurden 50 pmol Glu-Fib und die Aqua-Peptide RAPSPPLFQSR und RApSPPLFQSR
zu je 1,5 pmol eingesetzt. Als Peptidmischung kamen 400 fmol des Peptide Mix von Dio-







Abbildung 10.3 – Apparatur zum Entfernen der HCl nach Ende der Reaktion: Stickstoff-
gas wird über eine „Big moisture trap“ von Supelco und zweimal über
Phosphopentoxid getrocknet und anschließend über den Probenansatz
geleitet. Das Stickstoffgas entfernt dabei schonend innerhalb von 30 Mi-
nuten die Salzsäure aus der Probe.
10.3 Ergebnisse
10.3.1 Optimierung der Labelingmethode an Peptiden
Die Isotopenmarkierung der Carboxygruppen wurde von uns im Experiment zunächst
bei einem Versuch mit Cer(IV)-Ammoniumnitrat und 18O-Wasser beobachtet, der im
Rahmen der Desphosphorylierungsexperimente im Abschnitt 8.3.10 durchgeführt wur-
de. Da das Labeling bei diesem Versuch bei weitem nicht vollständig war, wurden die
Reaktionsbedingungen variiert, um eine möglichst vollständige Isotopenmarkierung zu
erreichen. Da die Lewis-Säuren Cer(IV)-Ammoniumnitrat und Bismuth-Triflat aus dem
Reaktionsansatz nur durch Aufreinigungsschritte wie z.B. über Reversed-Phase Stage
Tips zu entfernen sind, wurden die nächsten Experimente mit verschiedenen flüchti-
gen organischen Säuren durchgeführt. Zunächst wurden dafür die Reaktionsbedingungen
ähnlich wie bei Liu et al. (2010) gewählt.
Labeling mit organischen Säuren
Als Testpeptid wurde Glu-Fib (Sequenz siehe Tabelle 1 auf Seite 222) gewählt, da es ne-
ben der Carboxygruppe am C-Terminus vier weitere Carboxygruppen an drei Glutamin-
säureseitenketten und einer Asparaginsäureseitenkette besitzt. Daher stellt es einen re-
lativ anspruchsvolles Peptid für ein vollständiges Labeling dar, da so insgesamt 10 Sau-
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Berechnetes Isotopenmuster EGVNDNEEGFFSAR, 2+


























Berechnetes Isotopenmuster EGVNDNEEGFFSAR, 2+
10 x 18O 97.5%
Abbildung 10.4 – Theoretische Isotopenmuster von Glu-Fib EGVNDNEEGFFSAR, 2+
ungelabelt und nach 18O-Labeling bei einer Einbaurate des 18O-
Sauerstoffes von 97,5 %
erstoffatome ausgetauscht werden müssen. In Abbildung 10.4 auf Seite 146 sind die
Isotopenmuster abgebildet, welche Glu-Fib im ungelabelten Zustand und bei vollstän-
digem Labeling mit 97,5 %igem 18O-Wasser zeigen. Da das Erhitzen in der Mikrowelle
(Serverin Haushaltsmikrowelle mit 750 W Leistung) keine sichtbaren Vorteile gegenüber
dem Erhitzen der Proben im Thermoblock zeigte, wurden die Proben zunächst für 30
Minuten bei 70 ○C in Thermoblock erhitzt. Anschließend wurden die Proben im Vakuum
getrocknet, in 20 µl 150 mM NH4HCO3(aq) gelöst und mit dem Q-TOF gemessen.
Wie in Abbildung 10.5 auf Seite 147 zu sehen ist, ist die Einbaurate der Isotopenmar-
kierung bei diesen Bedingungen gering. Trifluoressigsäure (Spektrum B) scheint dabei
aufgrund der höheren Acidität die Reaktion besser zu katalysieren als Ameisensäure
(Spektrum A). Somit wurde in der nächsten Versuchsreihe getestet, ob man mit stei-
genden Konzentrationen an Säure und längerer Reaktionsdauer das Labeling weiter ver-
bessern kann. Für den nächsten Ansatz wurde daher Trifluoressigsäure in den Volumen-
konzentrationen (V⁄V) von 5 %, 10 %, 20 % und 50 % eingesetzt und die Reaktionsdauer
von 30 Minuten auf eine Stunde erhöht. Wie in Abbildung 10.6 auf Seite 148 ersichtlich
ist, erhöht sich die Qualität des Labelings zuerst mit steigender Säurekonzentration, um
bei einer Säurekonzentration von 10 % ein Maximum zu erreichen. Bei weiter steigender
Säurekonzentration fällt der Anteil des ins Peptid integrierten 18O-Sauerstoffs wieder
ab. Ursächlich ist dabei vermutlich die eingesetzte Säure. Sie besitzt eine Carboxyfunk-
tion mit 16O-Sauerstoffen, welche durch die säurekatalysierte Reaktion ebenfalls durch
Sauerstoffe des 18O-Wassers substitutiert werden. Auf diese Weise steigt der Anteil an
16O-Wasser im Reaktionsansatz, wodurch das Labeling verschlechtert wird.
Des Weiteren ist in Abbildung 10.7 auf Seite 149 in den verschiedenen Base-Peak-
Chromatogrammen zu beobachten, dass durch die steigende Säurekonzentration bei den
gewählten Reaktionsbedingungen die Anzahl der unerwünschten Nebenprodukte z.B.





















+MS Chip Scan (#5374) Frag=175.0V 0359_QTOF_5271.d 
785.840
 
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 



























Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 
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A B
A 5 % (V⁄V) FA 97 % H182 O 97 % 70 ○C 30 min
B 5 % (V⁄V) TFA 97 % H182 O 97 % 70 ○C 30 min
Abbildung 10.5 – 18O-Labeling von Glu-Fib mit FA und TFA; bei gleicher Temperatur
und Reaktionsdauer erfolgt bei der Katalyse mit Trifluoressigsäure ein
wesentlich stärkerer Austausch der 18O-Sauerstoffatome als bei der Ka-
talyse mit Ameisensäure.
das Quantifizieren nachteilig, da sich die Signalintensität eines Peptidpeaks auf viele
verschiedene Nebenprodukte verteilt und damit deutlich sinkt. Es wurde daher versucht
die Reaktionsbedingungen weniger harsch zu gestalten, indem die Reaktionstemperatur
gesenkt wurde und die Reaktion dafür über einen längeren Zeitraum durchgeführt wurde.
Die Reaktion wurde dann mit je 5 % and 10 %(V⁄V) Trifluoressigsäure und Trifluorme-
thansulfonsäure (TFMS) durchgeführt. Die Temperatur des Ansatzes lag bei 15 ○C und
die Reaktion wurde über Nacht durchgeführt. Der Grad der Isotopenmarkierung bei die-
sen Bedingungen war beim Ansatz mit 10 % (V⁄V) Trifluoressigsäure vergleichbar mit dem
des Labelings mit 5 % (V⁄V) Trifluoressigsäure bei 70 ○C und 30 Minuten Reaktionsdau-
er. In Bezug auf die Nebenprodukte wurde die gesenkte Reaktionstemperatur allerdings
durch die erhöhte Säurekonzentration und die längere Reaktionsdauer ausgeglichen, so-
dass ähnlich viele Nebenprodukte zu beobachten waren. Die Einbaurate der Isotopen-
markierung war bei den Ansätzen mit 5 % and 10 %(V⁄V) TFMS geringer als bei der
Verwendung von TFA, was vermutlich an der höheren Anzahl an 16O-Sauerstoffatomen
der TFMS liegt.
Um die Qualität zu verbessern, lag die Überlegung nahe, zuerst die verwendete Säure
mit H182 O zu versetzen, um die Anzahl schwerer Sauerstoffatome in der Säure zu erhöhen.
Es wäre dann jedoch notwendig gewesen die Säure nach diesem Schritt vom Wasser zu
trennen, welches in Folge einen geringeren Anteil von H182 O enthalten hätte.
Labeling mit Mineralsäuren
Um den Austausch von 18O-Sauerstoff mit der Säure zu verhindern, wurden in den fol-
genden Versuchen Mineralsäuren verwendet, welche keine Sauerstoffatome enthalten. Es
147





























Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 






























Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 





























Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 




















Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 
785 786 787 788 789 790 791 792 793 794 795 796 797 798 
A B
C D
A 5 % (V⁄V) TFA H182 O 97 % 70 ○C 60 min
B 10 % (V⁄V) TFA H182 O 97 % 70 ○C 60 min
C 20 % (V⁄V) TFA H182 O 97 % 70 ○C 60 min
D 50 % (V⁄V) TFA H182 O 97 % 70 ○C 60 min
Abbildung 10.6 – 18O-Labeling von Glu-Fib mit 5–10 % (V⁄V) TFA; der Grad an eingebau-
tem 18O-Sauerstoff nimmt bis zu 10 % (V⁄V) TFA zu und mit steigender
TFA-Konzentration wieder ab.
wurde daher Chlorwasserstoffsäure, Bromwasserstoffsäure und Iodwasserstoffsäure für
die säurekatalysierte Isotopenmarkierung verwendet. Die Säuren wurden jeweils auf was-
serfreies Calciumchlorid getropft um das entsprechende Halogenwasserstoffgas freizuset-
zen. Dieses wurde anschließend in das H182 O-Wasser geleitet um das Gas im H
18
2 O-Wasser
zu lösen. Es wurde untersucht, ob die unterschiedliche Säurestärke das Verhältnis von
Markierungsgrad und Nebenprodukten beeinflusst. Hierbei konnten jedoch keine Unter-
schiede festgestellt werden. Daher wurde für die weiteren Versuche die häufig verwendete
Chlorwasserstoffsäure verwendet. Um die Reproduzierbarkeit der Herstellung zu erhö-
hen, wurde das Chlorwasserstoffgas wie in Abbildung 10.2 auf Seite 144 gezeigt generiert.
Das hergestellte Chlorwasserstoffgas wurde über Phosphopentoxid getrocknet, um eine


































+ESI BPC(200.0000-1200.0000) Scan Frag=175.0V 0365_QTOF_5340.d  

























A 5 % (V⁄V) TFA H182 O 97 % 70 ○C 60 min
B 10 % (V⁄V) TFA H182 O 97 % 70 ○C 60 min
C 20 % (V⁄V) TFA H182 O 97 % 70 ○C 60 min




4 EGVNDNEEGFFSAR, 2+, 1×desamidiert
5 EGVNDNEEGFFSAR, 2+, Glu->pyro-Glu
Abbildung 10.7 – Base-Peak-Chromatogramme des 18O Labelings von Glu-Fib mit 5–
20 % (V⁄V) TFA; es ist zu erkennen, dass mit steigender Säurekonzen-
tration die hydrolytischen Spaltprodukte stark zunehmen.
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10 Relative Quantifizierung von Peptiden mittels 18O-Labeling
wurde eine Temperatur von 15 ○C und eine Reaktionsdauer über Nacht gewählt. Es zeigte
sich jedoch, dass eine Reaktionsdauer von 5 Stunden und 30 Minuten bei dieser Tempe-
ratur ausreichend war. Für die neuen Experimente wurde Wasser mit einem Anteil von
99 % H182 O eingesetzt. Die Probe wurde nach der Isotopenmarkierung in der Speedvac
getrocknet und vor der Messung in 0,1 % FA aufgenommen. Bei den Versuchen mit den
genannten Bedingungen zeigten sich noch relativ viele Nebenprodukte und Schwankun-
gen in der Rate der Isotopenmarkierung. Daher waren weitere Schritte notwendig um
die Methode zur Isotopenmarkierung zu optimieren.
Optimierung der Methode zum Entfernen der Salzsäure
Aus weiteren Versuchen ergab sich, dass der kritische Schritt für die Einbaurate des
schweren Isotops bei der Isotopenmarkierung das Entfernen der Salzsäure nach der Re-
aktion ist. In Abbildung 10.8 auf Seite 151 sind die Base-Peak-Chromatogramme von
Glu-Fib für verschiedene Methoden zum Entfernen und Neutralisieren der Salzsäure
gezeigt. Es ist zu erkennen, dass bei der Entfernung der Säure im Vakuum in den Speed-
vacs relativ viele Spaltungen und Nebenreaktionen auftreten: (A und B). Das Neutra-
lisieren der Salzsäure mit konzentrierter Ammoniumhydrogencarbonatlösung (C) und
das Entfernen der Salzsäure im Lyophilisator (D) sind hingegen in Bezug auf Peptid-
hydrolyse und Nebenreaktionen relativ schonend. Es zeigte sich außerdem, dass bei den
unterschiedlichen Methoden zum Entfernen der Salzsäure auch die Qualität der Isoto-
penmarkierung beeinflusst wurde, siehe Abbildung 10.9 auf Seite 152. Dies lässt sich
vermutlich durch den Eintrag von leichtem Wasser aus der Umgebungsluft in die Probe
erklären. Am besten schneidet hier das Neutralisieren der Salzsäure mit Ammoniumhy-
drogencarbonat (C) ab, einen relativ starken Verlust der Isotopenmarkierung gab es im
Lyophilisator (D) und einen geringen Verlust der Isotopenmarkierung unter Vakuum-
trocknung (A und B). Da das Neutralisieren mit Ammoniumhydrogencarbonat zu einer
unerwünschten Erhöhung der Salzkonzentration in der Probe führt, welche zu Proble-
men bei der LC-MS-Analyse führen kann, wurde nach einer weiteren Möglichkeit zum
Trocknen der Probe nach der Isotopenmarkierung gesucht.
Deshalb wurde das Trocknen der Probe mit Stickstoffgas getestet. Dabei wird Stick-
stoff über die Salzsäure geleitet, was zum Verdunsten dieser führt. Das Trocknen der
Probe im Stickstoffstrom zeigte nur wenige Nebenreaktionen, es traten jedoch anfangs
Schwankungen im der Qualität der Isotopenmarkierung auf. Diese wurden vermutlich
durch Spuren von Wasser im Stickstoff aus dem Haustank verursacht. Zum Trocknen
des Stickstoffs wurde daher eine Apparatur wie in Abbildung 10.3 auf Seite 145 gezeigt
verwendet. Die Verwendung von wasserfreiem Stickstoff erwies sich als die optimale Me-
thode, um die Salzsäure unter schonenden Bedingungen und unter Erhalt des 18O-Labels
aus der Probe zu entfernen. Wie in Abbildung 10.10 auf Seite 153 zu sehen ist, ergab
sich diesmal eine gute Effizienz der Isotopenmarkierung.
Der weitere Vergleich von unbehandeltem und behandeltem Glu-Fib, welches für 5
Stunden und 30 Minuten mit HCl in H182 O versetzt wurde zeigte, dass nur wenige Ne-
benreaktionen auftraten. Interessanterweise war zu beobachten, dass die Desamidierung,


































+ESI BPC(200.0000-1200.0000) Scan Frag=175.0V 0385_QTOF_5668.d 


























A Thermo Speedvac RT 1 h
B Eppendorf Concentrator 30 min
C konzentrierte Lösung von NH4HCO3
D Lyophilisator über Nacht
1 FFSAR, 2+
2 GFFSAR, 2+
3 EGVNDNEEGFFSAR, 3+, +18O Phenylalanin
4 VNDNEEGFFSAR, 2+
5 EGVNDNEEGFFSAR, 2+
6 EGVNDNEEGFFSAR, 2+, Glu->pyro-Glu
7 EGVNDNEEGFFSAR, 2+, 1×desamidiert
Abbildung 10.8 – Base-Peak-Chromatogramme von Glu-Fib für verschiedene Methoden
zum Entfernen der Salzsäure nach dem Labeling; beim Entfernen der
Salzsäure in den Vakuumkonzentratoren (A und B) zeigen sich eine star-
ke Deaminidierung und Hydrolyse des Peptids. Die Neutralisation der
Säure mittels Ammoniumhydrogencarbonat (C) und die Gefriertrock-
nung (D) zeigen wesentlich weniger Nebenreaktionen.
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 




















Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 





























Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 





























Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 
785 786 787 788 789 790 791 792 793 794 795 796 797 798 
A B
DC
A Thermo Speedvac RT 1 h
B Eppendorf Concentrator 30 min
C konzentrierte Lösung von NH4HCO3
D Lyophilisator über Nacht
Abbildung 10.9 – Einbaurate des 18O-Labels bei Glu-Fib nach Enfernen der Salzsäure
durch verschiedene Methoden; in den Massenspektren ist zu erkennen,
dass die Isotopenmarkierung beim Entfernen der Salzsäure durch Neu-
tralisation mit Ammoniumhydrogencarbonat (C) die höchste Einbau-
rate aufweist, bei der Entfernung durch die Speedvac (A und B) ist die
Einbaurate ebenfalls hoch, Gefriertrocknung (D) führt zu einem größe-
ren Verlust der Isotopenmarkierung.
im Wasser unterdrückt wurde. Die Nebenprodukte der unbehandelten (Graph A) und
der behandelten Glu-Fib-Probe (Graph B) sind in den Base-Peak-Chromatogrammen in
Abbildung 10.11 auf Seite 154 zu sehen.
Der etablierte Arbeitsablauf mit einer hohen Reproduzierbarkeit, welcher in den fol-
genden Versuchen verwendet wurde, setzte sich somit aus folgenden Schritten zusammen:
Zuerst wurde die Probe unter Vakuum vollständig getrocknet. Anschließend wurde die



























Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 
785.5 786 786.5 787 787.5 788 788.5 789 789.5 












































793.860  797.867  
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 
792 793 794 795 796 797 798 799 


























Berechnetes Isotopenmuster EGVNDNEEGFFSAR, 2+
10 x 18O 97.5%
B
A Glu-Fib unbehandelt
B Glu-Fib HCl ≥37 % H182 O 99 % 15 ○C 5 h 30 min, Trocknung mit Stickstoff
für 30 min
Abbildung 10.10 – Gemessene und berechnete Isotopenmuster von Glu-Fib EGVNDNEE-
GFFSAR, 2+ unmarkiert (A) und mit 18O-Labeling in HCl (B). Bei
der Isotopenmarkierung kommt es zum Austausch von 10 Sauerstoffa-
tomen; die Einbaurate des 18O-Sauerstoffes liegt bei ca. 97 %.
Argon überschichtet, welches ebenfalls durch eine Supelco „Big moisture trap“ getrock-
net worden war. Das Argon soll verhindern, dass Luft und damit auch Luftfeuchtigkeit
während der Reaktion an die Probe gelangen und somit die Einbaurate der Isotopenmar-
kierung verschlechtern könnte. Anschließend wurde die Probe mit 5 µl der konzentrierten
HCl in H182 O, welche ebenfalls auf 15 ○C temperiert war, versetzt. Die Reaktion wurde
bei 15 ○C für 5 Stunden und 30 Minuten durchgeführt und anschließend bei Raumtem-
peratur für eine halbe Stunde unter trockenem Stickstoff getrocknet. Da bei diesem
Trockenschritt noch geringe Mengen von HCl in der Probe verblieben, wurden anschlie-
ßend 5 µl einer konzentrierte Lösung von NH4HCO3 zugegeben, um den pH-Wert zu
neutralisieren. Die Probe wurde anschließend am Q-TOF gemessen.
In den MS2-Spektren der unbehandelten und der 18O-isotopenmarkierten Probe von
Glu-Fib in Abbildung 10.12 auf Seite 155 ist zu erkennen, dass die Isotopenmarkierung
153
















+ESI BPC(200.0000-1200.0000) Scan Frag=175.0V 0404_QTOF_6009.d 

















4 EGVNDNEEGFFSAR, 2+, 1×desamidiert
5 EGVNDNEEGFFSAR, 2+, Glu->pyro-Glu
Abbildung 10.11 – Base-Peak-Chromatogramme von Glu-Fib EGVNDNEEGFFSAR, 2+
unmarkiert (A) und mit 18O-Labeling in HCl (B); bei der isotopenmar-
kierten Probe sind im Vergleich zur unmarkierten Probe nur relativ
wenig Nebenprodukte zu beobachten.
mit je zwei ausgetauschten 18O-Atomen am C-Terminus und an den Seitenketten von
Asparaginsäure und Glutaminsäure auftritt. Neben Glu-Fib wurden mit der beschrie-
benen Methode auch die Aqua-Peptide RAPSPPLFQSR und RApSPPLFQSR behan-
delt. Da bei RAPSPPLFQSR nur die Sauerstoffatome am C-Terminus ausgetauscht wer-
den, ist zu beobachten, dass die Peaks von behandeltem und unbehandeltem Peptid im
MS-Spektrum wesentlich näher zusammenliegen als bei Glu-Fib. Bei den beiden Aqua-
Peptiden ließ sich ebenfalls eine gute Einbaurate der Isotopenmarkierung beobachten,
siehe Abbildung 10.13 auf Seite 156.
Untersuchung des Einflusses von 18O-Labeling auf die Phosphorylierung
Für die Verwendbarkeit der Methode zum säurekatalysierten 18O-Labeling war von In-
teresse, inwiefern die Phosphorylierung z.B. an Serin durch die verwendeten Reaktions-
bedingungen beeinflusst wird. Mögliche säurekatalysierte Reaktionen stellen dabei die
Phosphoesterspaltung oder der Austausch von Sauerstoffatomen an der Phosphatgruppe















813.382  187.071  
942.424  1056.462  1285.531  1171.491  240.133  











+MS Chip Product Ion (22.637 min) Frag=175.0V CID@31.3 (796.1038[z=2] -> **) 0404_QTOF_6009.d 




954.460  1068.505  1301.581  1187.540  
631.336  384.179  750.3064 






























B Glu-Fib HCl ≥37 % H182 O 99 % 15 ○C 5 h 30 min, Trocknung mit Stickstoff
für 30 min










1 130,0499 E 14 1 134,0584 E 14
2 187,0713 G 1441,6342 13 2 191,0798 G 1457,6682 13
3 286,1397 V 1384,6128 12 3 290,1482 V 1400,6467 12
4 400,1827 N 1285,5444 11 4 404,1912 N 1301,5783 11
5 515,2096 D 1171,5014 10 5 523,2266 D 1187,5354 10
6 629,2525 N 1056,4745 9 6 637,2695 N 1068,5000 9
7 758,2951 E 942,4316 8 7 770,3206 E 954,4570 8
8 887,3377 E 813,3890 7 8 903,3717 E 821,4060 7
9 944,3592 G 684,3464 6 9 960,3932 G 688,3549 6
10 1091,4276 F 627,3249 5 10 1107,4616 F 631,3334 5
11 1238,4960 F 480,2565 4 11 1254,5300 F 484,2650 4
12 1325,5281 S 333,1881 3 12 1341,5620 S 337,1966 3
13 1396,5652 A 246,1561 2 13 1412,5991 A 250,1646 2
14 R 175,1190 1 14 R 179,1274 1
Abbildung 10.12 – Fragmentspektren von Glu-Fib unmarkiert und mit 18O-Labeling; an
den Fragmentspektren des unmarkierten (A) und des isotopenmar-
kierten (B) Peptids ist zu erkennen, dass die Isotopenmarkierung am
C-Terminus des Peptids und an den Carboxygruppen von Asparagin-
säure und Glutaminsäure stattfindet. Die Fragmentierung des Peptids
wird durch das Labeling nicht beeinflusst. Bei beiden Spektren finden
sich daher auch die einander entsprechenden b- und y-Ionen. Diese
sind in der Tabelle jeweils rot markiert.
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 
419 419.5 420 420.5 421 421.5 422 





















































Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 
419.5 420 420.5 421 421.5 422 422.5 
























Berechnetes Isotopenmuster RAPSPPLFQSR, 3+
2 x 18O 96.0%
B
A Aqua-Peptid unbehandelt
B Aqua-Peptid HCl ≥37 % H182 O 99 % 15 ○C 5 h 30 min,
Trocknung mit Stickstoff für 30 min
Abbildung 10.13 – Gemessene und berechnete Isotopenmuster von RAPSPPLFQSR, 3+
ungelabelt und mit 18O-Labeling in HCl; bei der Isotopenmarkierung
kommt es zum Austausch von zwei Sauerstoffatomen, die Einbaura-
te des 18O-Sauerstoffs liegt bei ca. 96 %. Zudem ist eine leichte Er-
höhung des Isotopenpeaks mit 421,238 m/z bei der Messung des gela-
belten Peptids zu beobachten. Die Ursache dieser Abweichung ist im
Abschnitt 10.3.2 ab Seite 167 beschrieben.
penmuster nach dem Labeling weitgehend den berechneten Werten. Die Isotopenpeaks
mit den m/z Werten 415,5445 und 415,8782 sind jedoch im Vergleich zum berechneten
Isotopenmuster erhöht, was für die Inkorporation weiterer 18O-Sauerstoffatome spricht.
Dieses Phänomen wurde in Abschnitt 10.3.2 ab Seite 167 näher untersucht.
Abbildung 10.15 auf Seite 158 zeigt, dass auch bei dem Phosphopeptid nur wenige
Nebenprodukte während der Reaktion auftreten. Dabei handelt es sich wie beim Glu-
Fib vor allem um hydrolytische Spaltprodukte und um das desamidierte Peptid. Dieses
wird an der Glutaminsäure isotopenmarkiert, die durch die Desamidierung von Glutamin























Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 
413.5 414 414.5 415 415.5 416 416.5 


















































416.212  414.207  
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 
413.5 414 414.5 415 415.5 416 416.5 
























Berechnetes Isotopenmuster RApSPPLFQSR, 3+
2 x 18O 97.0%
B
A phosphoryliertes Aqua-Peptid unbehandelt
B phosphoryliertes Aqua-Peptid HCl ≥37 % H182 O 99 % 15 ○C 5 h 30 min,
Trocknung mit Stickstoff für 30 min
Abbildung 10.14 – Gemessene und berechnete Isotopenmuster von RApSPPLFQSR (1×
phosphoryliert), 3+ unmarkiert und mit 18O-Labeling in HCl; bei der
Isotopenmarkierung kommt es zum Austausch von zwei Sauerstoffato-
men, die Einbaurate des 18O-Sauerstoffes liegt bei ca. 96 %. Hier ist
ebenfalls eine leichte Erhöhung des Isotopenpeaks mit 415,545 m/z bei
der Messung des gelabelten Peptids zu beobachten, siehe auch Ab-
schnitt 10.3.2 ab Seite 167.
formylierte Peptid identifiziert, welches vermutlich ein Nebenprodukt aus der Peptid-
synthese ist. Im sauren Milieu wird dieses quantitativ an der Amidbindung N-terminal
des formylierten Serins gespalten und es ergibt sich das Spaltprodukt 5B.
Da theoretischerweise auch eine säurekatalysierte Dephosphorylierung am Serin des
Phosphopeptids möglich ist, wurde nach der Masse des dephosphorylierten Peptids im
MS-Spektrum gesucht. Wie in Abbildung 10.16 auf Seite 159 zu erkennen ist, gibt es
einen geringen Grad an Dephosphorylierung. Dieser Anteil beträgt jedoch weniger als
0,7 %. Um den möglichen Austausch von Sauerstoffatomen an der Phosphatgruppe zu
untersuchen, wurde im MS/MS-Spektrum des Peptids das Isotopenmuster des b6-Ions
157









+ESI BPC(200.0000-1200.0000) Scan Frag=175.0V 0430_QTOF_6387.d 
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+ESI BPC(200.0000-1200.0000) Scan Frag=175.0V 0406_QTOF_6039.d 






A phosphoryliertes Aqua-Peptid unbehandelt
B phosphoryliertes Aqua-Peptid ≥37 % H182 O 99 % 15 ○C 5 h 30 min, Trock-
nung mit Stickstoff für 30 min
1 ? , 1+
2 RApSPPLFQSR, 3+, B: 2×18O
3 RApSPPLFQSR, 3+, desamidiert, B: 3×18O
4 ApSPPLFQSR, 2+, B: 2×18O
5A RApSPPLFQSR, 3+, Formyliert
5B RApSPPLFQ, 2+, B: 2×18O
Abbildung 10.15 – Base-Peak-Chromatogramme von RApSPPLFQSR (1× phosphory-
liert), 3+ unbehandelt und mit 18O-Labeling in HCl; beim Vergleich
der Base-Peak-Chromatogramme sind nur geringe Unterschiede von
unbehandeltem und isotopenmarkiertem Peptid zu erkennen. Das ver-
mutlich bei der Synthese entstandene Peptid mit einem formylierten
Serin (5A), wird durch die Salzsäure N-terminal des formylierten Ser-
ins gespalten (5B).
analysiert. Das gemessene Isotopenmuster wurde mit der berechneten Variante ohne
Sauerstoffaustausch verglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 10.17 auf Seite 160
abgebildet. Wie zu erkennen ist, entspricht das gemessene Isotopenmuster des b6-Ions
dem berechneten Muster des Fragmentions ohne Austausch von 18O-Sauerstoff. Offen-
sichtlich gibt es bei den gegebenen Reaktionsbedingungen keinen Austausch von Phos-
phatsauerstoff mit dem Medium.
18O-Labeling zur relativen Quantifizierung von Peptidmischungen
Nach der Optimierung des 18O-Labelings an einzelnen Peptiden, wurden weitere Versu-
che zur Anwendung der Methode für die relative Quantifizierung von Peptidmischungen
durchgeführt. Als Probe wurde dafür der „Protein mixture digest“ von Dionex eingesetzt.
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+ESI EIC(414.8779) Scan Frag=175.0V 0406_QTOF_6039.d 




A phosphoryliertes Aqua-Peptid unbehandelt
B phosphoryliertes Aqua-Peptid HCl ≥37 % H182 O 99 % 15 ○C 5 h 30 min,
Trocknung mit Stickstoff für 30 min
1 RApSPPLFQSR, 3+, m/z 413,5395
2 RASPPLFQSR, 3+, m/z 386,8841
3 RApSPPLFQSR, 3+, 2×18O, m/z 414,8779
4 RASPPLFQSR, 3+, 2×18O, m/z 388,2231
Abbildung 10.16 – Vergleich der säurekatalysierten Dephosphorylierung von RApSPPLF-
QSR unbehandelt und mit 18O-Labeling in HCl; bei der isotopenmar-
kierten Probe (B) ist im Vergleich zur unbehandelten Probe (A) ein
geringer Anteil von Dephosphorylierung zu beobachten.
kuum vollständig getrocknet. Anschließend wurden die Proben wie oben beschrieben
temperiert und einmal mit 5 µl konzentrierter HCl in H162 O und einmal mit 5 µl kon-
zentrierter HCl in H182 O versetzt. Die Reaktion wurde erneut bei 15 ○C für 5 Stunden
und 30 Minuten durchgeführt. Nach Abschluss der Reaktion wurden die Proben mit
wasserfreiem Stickstoff getrocknet und die restliche Säure mit 5 µl NH4HCO3 in H
16
2 O
respektive H182 O neutralisiert. Danach wurden die Proben vereinigt und mit Wasser und
Acetonitril auf 20 µl 3 % ACN in Wasser ergänzt. Von der Probe wurden je 5 µl ent-
sprechend je 250 fmol der leichten und schweren Variante des Dionex-Mix am Q-TOF
gemessen. Der Arbeitsablauf zur Isotopenmarkierung für die relative Quantifizierung ist
in Abbildung 10.18 auf Seite 161 gezeigt.
Durch die gleiche Behandlung von unmarkierter und zu markierender Probe mit Salz-
säure in leichtem und schwerem Wasser relativieren sich die Fehler, die z.B. durch Ne-
benreaktionen im sauren Milieu entstehen. Da bei dem „Protein Mixture Digest“ von
Dionex die Cysteine mit Iodessigsäure modifiziert sind, findet an den carboxymethylier-
ten Cysteinen ebenfalls ein Austausch von 18O-Sauerstoff statt. In der Quantifizierungs-
methode von Mascot Server wurde daher die Carboxymethylgruppe ebenfalls in leichter
und schwerer Variante definiert und somit alle am Peptid vorhandenen Carboxygruppen
159





















+MS Chip Product Ion (17.806 min) Frag=175.0V CID@14.6 (415.2099[z=3] -> **) 0406_QTOF_6038.d 
702.331  
703.333  
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 
701 702 703 704 705 706 707 708 709 710 711 





















Berechnetes Isotopenmuster RApSPPLFQSR b6 1+
RApSPPLFQSR
b6
Abbildung 10.17 – Isotopenmuster des Fragmentions b6, 1+ von RApSPPLFQSR; das ge-
messene Isotopenmuster entspricht dem theoretischen Isotopenmuster
ohne Austausch von 18O-Sauerstoff an der Phosphatgruppe, es fin-
det an dieser unter den verwendeten Bedingungen kein Austausch von
Sauerstoff statt.
berücksichtigt. Die Software verwendet die in Tabelle 10.1 auf Seite 162 aufgeführten
Paare für die Identifizierung und Quantifizierung der Peptide.
Das Quantifizieren einer Probe mit einer äquimolaren Mischung von unmarkierten und
isotopenmarkierten Peptiden des Protein Mixture Digest von Dionex mittels der Mas-
cot Distiller Quantitation Toolbox ergab die in Tabelle 10.2 auf Seite 162 aufgeführten
Verhältnisse von leichter zu schwerer Probe. Für das Quantifizieren wurden dabei nur
Peptide verwendet, deren Isotopenmuster dem berechneten Isotopenmuster der Software
entsprach. Wie zu erwarten war, wiesen die verschiedenen Peptide je nach Sequenz einen
unterschiedlich starken Austausch von 18O-Sauerstoff auf. Im Folgenden sind zwei Bei-
spiele aufgeführt, die einen Austausch von zwei und von 16 Sauerstoffatomen aufweisen,
siehe Abbildung 10.19 auf Seite 163. Das rote und das schwarze Chromatogramm zeigen
hierbei das gemessene und das von Mascot-Distiller berechnete Isotopenmuster.
Wie in Abbildung 10.19 auf Seite 163 dargestellt, werden beim Peptid GYLAVAVVK
(A) nur die Sauerstoffe am C-Terminus ausgetauscht, während beim Peptid CCAADD-
KEACFAVEGPK (B) der Austausch von zwei Sauerstoffen am C-Terminus, zwei Aspa-























+ 5μl NH4HCO3 (aq)
gesättigt
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Abbildung 10.18 – Arbeitsablauf zur Isotopenmarkierung von Peptiden des Dionex-Mix
mit 18O-Sauerstoff; sowohl die leichte als auch die schwere Probe wer-
den mit Salzsäure in H2O und H182 O behandelt. Dadurch gleichen sich
Einflüsse während der Isotopenmarkierung, wie z.B. durch die Hydro-
lyse, aus.
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Gruppe
Leicht Schwer
C-Terminus 2×16O C-Terminus 2×18O
Glutaminsäure 2×16O Glutaminsäure 2×18O
Asprarginsäure 2×16O Asparaginsäure 2×18O
Carboxymethyl-Cystein 2×16O Carboxymethyl-Cystein 2×18O
Tabelle 10.1 – Einstellung der Mascot Quantifizierungsmethode für das 18O-Labeling; da-
bei wurden die gezeigten Gruppen jeweils in leichter und schwerer Variante
definiert.
Molekulare Mascot Anzahl an Verhältnis
Protein Masse Score Peptiden Schwer⁄Leicht
Transferrin 77703 3590 36 0,99 ± 0,09
Albumin 69248 3082 40 0,97 ± 0,17
Alcohol dehydrogenase 36800 802 11 1,02 ± 0,12
Beta-galactosidase 116409 459 3 1,27 ± 0,11
Lysozyme 16228 497 3 0,98 ± 0,09
Cytochrome C 11697 353 5 1,10 ± 0,05
Tabelle 10.2 – Gemessene Verhältnisse der Proteine (Schwer/Leicht) einer 1:1 Mischung
des Dionex-Mix nach 18O-Labeling mit HCl; eine Hälfte des Peptidmi-
schung wurde mit 18O-Sauerstoff isotopenmarkiert die andere Hälfte ist
unmarkiert.
ten ist, was insgesamt einem Austausch von 16 Sauerstoffatomen entspricht. In den Ab-
bildungen 10.21 und 10.22 auf den Seiten 165 und 166 sind die jeweiligen MS2-Spektren
der beiden Peptide abgebildet. Bei dem Peptid GYLAVAVVK in Abbildung 10.21 ist
dabei zu beobachten, dass sowohl jeweils die schwere als auch die leichte Variante des
Peptids im Fragmentspektrum zu beobachten ist. Dies beruht auf der Isolationsband-
breite des Quadrupols des Q-TOF-Massenspektrometers, welche bei den Messungen auf
eine Isolationsbreite des Precursors von ca. 4 Da eingestellt ist. Beim Peptid CCAADD-
KEACFAVEGPK in Abbildung 10.22 ist dieses Phänomen nicht zu beobachten, da die
Massendifferenz der beiden Varianten größer ist. In beiden Abbildungen ist zu erken-
nen, dass die Markierung mit den 18O-Isotopen die Fragmentierung der Peptide nicht
beeinflusst.
In Abbildung 10.20 auf Seite 164 sind nochmals Ausschnitte der MS2-Spektren der
Peptide GYLAVAVVK (A) und CCAADDKEACFAVEGPK (B) dargestellt. Diese zeigen
die Satellitenpeaks von Fragmentionen der beiden Peptide. Beim Peptid GYLAVAVVK
kommen die Satellitenpeaks wie erwähnt durch die Isolationsbandbreite des Quadru-
pols und den geringen Abstand zwischen dem leichten und schweren Peptid zustande.
Beim Peptid CCAADDKEACFAVEGPK hingegen entstehen die Satellitenpeaks durch




) 3 (10 
 5  
 10  
 15  
 20  
 25  
 30  
 35  
 40  
 45  
 50  
 55  
 60  
 65  
 70  
 75  
 80  
 85  
 90  
m/z  459.0   459.5   460.0   460.5   461.0   461.5   462.0   462.5   463.0   463.5   464.0   464.5   465.0  
GLYLAVAVVK, 2+





) 3 (10 
 5  
 10  
 15  
 20  
 25  
 30  
 35  
m/z  643   644   645   646   647   648   649   650   651   652   653   654   655   656   657  
CCAADDKEACFAVEGPK, 3+ 3x Carboxymethyliert





A GYLAVAVVK, 2+ Austausch von 2×18O =̂ ∼4 Da
B CCAADDKEACFAVEGPK, 3+
3×Carboxymethyliert
Austausch von 16×18O =̂ ∼32 Da
Abbildung 10.19 – Berechnete (schwarz) und gemessene Isotopenmuster (rot) der Pep-
tide GYLAVAVVK von TRFE (A) und CCAADDKEACFAVEGPK
von BSA (B) nach 18O-Labeling mit HCl; beim Peptid GYLAVA-
VVK kommt es nur zum Austausch der zwei Sauerstoffatome des
C-Terminus, der Massenabstand der beiden Varianten beträgt somit
ca. 4 Da; beim Peptid CCAADDKEACFAVEGPK hingegen kommt
es durch die Existenz von 8 Carboxygruppen zum Austausch von 16
Sauerstoffatomen und einem Massenabstand von ca. 32 Da.
zu maximal 97 % durch 18O-Sauerstoff ersetzt sein kann, führt eine größere Anzahl an
möglichen Austauschvorgängen zu einer Verbreiterung der Isotopenverteilung. Werden
bei der Definition der 18O-markierten Carboxygruppen in Mascot Server zusätzlich die
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Abbildung 10.20 – Isotopenmuster mit Satellitenpeaks im Fragmentspektrum von GYLA-
VAVVK und CCAADDKEACFAVEGPK; bei GYLAVAVVK (A)
kommen die Satellitenpeaks durch die geringen Massendifferenz des
markierten zum unmarkierten Peptid zustande, es werden beide Va-
rianten durch den Quadrupol isoliert; beim Peptid CCAADDKE-
ACFAVEGPK (B) entstehen die Satellitenpeaks durch die hohe An-
zahl an Carboxygruppen und die Markierungsrate von ca. 97 %.
Verluste der Isotopenmarkierungen als Satellitenpeaks angegeben, kann damit der Score
der isotopenmarkierten Peptide bei der Datenbanksuche erhöht werden. So ergibt die
zusätzliche Definition von Neutralverlusten von 2,004 246 Da (1×18O) und 4,008 491 Da
(2×18O) bei den isotopenmarkierten Spezies von Asparaginsäure, Glutaminsäure und
dem C-Terminus in einigen Fällen höhere Mascot-Scores. Dies ist für eine Suche des
Dionex-Mix in Tabelle 13 ab Seite 244 im Anhang dargestellt.
Da bei der Behandlung der Probe mit konzentrierter HCl über einen längeren Zeitraum
auch eine hydrolytische Spaltung der Peptide auftritt, wurde untersucht, inwiefern dieser
Umstand die Probe beeinflusst. Dazu wurde der Dionex-Mix je einmal mit Wasser und
einmal mit konzentrierter HCl versetzt und bei 15 ○C über 5 Stunden und 30 Minuten
inkubiert. Die beiden Proben wurden anschließend getrocknet, am Q-TOF gemessen
und die Ergebnisse der Datenanalyse mit Pepview einander gegenübergestellt. Die so
erhaltenen Ergebnisse sind in den Tabellen 7 bis 12 auf den Seiten 232 bis 242 im
Anhang zu finden. Wie in den Tabellen zu erkennen ist, finden sich bei der Messung nur
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10.3.2 Einbau von 18O-Sauerstoff bei weiteren Aminosäuren
Bei der 18O-Isotopenmarkierung des „Protein mixture digest“ war bei bestimmen Pepti-
den in der schwer gelabelten Variante zu erkennen, dass das gemessene Isotopenmuster
vom berechneten abwich. Eine Analyse dieser Peptide ergab, dass es sich dabei vor allem
um threoninhaltige Peptide handelte. Bei serinhaltigen Peptiden war der gleiche Effekt
zu beobachten, obgleich er bei diesen wesentlich schwächer ausfiel.
In Abbildung 10.23 auf Seite 167 ist die Abweichung im Isotopenmuster gut zu erken-
nen. Diese lässt sich dadurch erklären, dass ein 18O-Sauerstoffatom mehr als berechnet,
entsprechend einen Massenunterschied von 2 Da, in das Peptid eingebaut wird. In Folge
ist die Quantifizierung für das entsprechende Peptid nicht mehr korrekt, da die Software
Mascot Distiller für die Quantifizierung der Peakflächen der leichten und der schweren
Variante des Peptids das Verhältnis der berechneten Isotopenpeaks berücksichtigt. In
künftigen Versionen der Mascot Distiller Quantitation Toolbox besteht die Möglichkeit,
diese Abweichung mit Hilfe der Definition von Satellitenpeaks zu berücksichtigen. Da
diese Funktion in der aktuellen Version der Software noch nicht berücksichtigt wird,
ist das Ergebnis der Quantifizierung bei entsprechenden Peptidpaaren mit einem Feh-
ler behaftet. Somit fällt die quantifizierte Menge an schwerem Peptid bei Peptiden mit
zusätzlichen Einbau von 18O-Sauerstoff zu gering aus.
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LVTDLTK, 2+
>4 Sauerstoff Atome ausgetauscht
395,239
4 x 18O
399,248 5 x 18O
400,250
Abbildung 10.23 – Berechnete und gemessene Isotopenmuster des Peptids LVTDLTK von
BSA nach 18O-Labeling mit HCl ≥37 % H182 O 99 % 15 ○C 5 h 30 min;
im gemessenen Spektrum (rot) ist der zusätzliche Einbau eines 18O-
Sauerstoffes im Vergleich zum berechneten Isotopenmuster (schwarz)
zu erkennen.
In der Tabelle in Abbildung 10.24 auf Seite 168 sind die mit der Software Pepmass be-
rechneten möglichen Fragment-Ionen für das am C-Terminus und an der Asparaginsäure
mit je zwei 18O-Sauerstoffatomen isotopenmarkierte Peptid LVTDLTK dargestellt. Bei
der Analyse des Fragmentspektrums ließ sich erkennen, an welcher Stelle der Sequenz
das zusätzliche 18O-Sauerstoffatom ausgetauscht wurde.
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+MS Chip Product Ion (15.089 min) Frag=175.0V CID@18.2 (400.2489[z=2] -> **) 0404_QTOF_6012.d 
252.169  585.332  
686.407  367.257  334.174  302.147  484.287  437.225  















Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 











+MS Chip Product Ion (15.089 min) Frag=175.0V CID@18.2 (400.2489[z=2] -> **) 
367.257  365.253  
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 






A Fragmentspektrum von LVTDLTK 18O-isotopenmarkiert
B Detailspektrum y2 1+-Fragment
C Detailspektrum y3 1+-Fragment





1 57,5493 114,0913 L 7
2 107,0835 213,1598 V 684,4046 342,7059 6
3 157,6074 314,2074 T 585,3362 293,1717 5
4 217,1251 433,2429 D 484,2885 242,6479 4
5 273,6671 546,3269 L 365,2530 183,1302 3
6 324,1909 647,3746 T 252,1690 126,5881 2
7 K 151,1213 76,0643 1
Abbildung 10.24 – Lokalisierung der zusätzlichen Markierung mit 18O-Sauerstoff im
Fragmentspektrum von LVTDLTK nach 18O-Labeling; die Tabelle
zeigt die berechneten Fragmentionen des Peptids nach der Isotopen-
markierung. Demnach ist sowohl beim y2- (B) als auch beim y3-Ion (C)
das Isotopenmuster des Einbaus von 97 % 18O-Sauerstoff an der Car-
boxygruppe am C-Terminus des Peptids zu erwarten. Das y3-Ion zeigt
jedoch ein abweichendes Isotopenmuster, welches auf einen Austausch
von 18O-Sauerstoff am Leucin hinweist. Da die Aminosäure Leucin im














































Abbildung 10.25 – Vermutlicher Mechanismus der Substitution von 18O-Sauerstoff am
Peptidgrundgerüst N-terminal von Threonin
So ist im Fragmentspektrum in Abbildung 10.24 auf Seite 168 zu erkennen, dass das
y2-Ion (B) noch das Isotopenmuster besitzt, welches durch den Austausch von zwei 18O-
Sauerstoffatomen mit einer Rate von 97 % am C-Terminus zustande kommt. Das y3-Ion
(C) besitzt hingegen ein verändertes Isotopenmuster, welches durch einen zusätzlichen
Isotopenpeak mit einem m/z von 367,257 (∆ 2 Da) auf den Austausch eines weiteren
Sauerstoffatoms hinweist. Da die Aminosäure Leucin, an welcher der Austausch stattfin-
det, nur ein einzelnes Sauerstoffatom an der Amidbindung besitzt, muss dieses folglich
ausgetauscht werden. Vermutlich wird der Austausch durch die Seitenkette des Threo-
nin begünstigt. Im Peptid findet sich noch ein weiteres Threonin, bei dem N-terminal
jedoch kein Sauerstoffaustausch stattfindet. Unter Umständen gründet dies in der ste-
rischen Hinderung durch die näher am Peptidgrundgerüst verzweigte Seitenkette des
Valins.
Der vermutliche Mechanismus der Austauschreaktion an der Amidbindung ist in Ab-
bildung 10.25 auf Seite 169 dargestellt. Neben dem Austausch von Sauerstoffatomen
N-Terminal von Threonin und Serin waren bei der Quantifizierung auch abweichende
Quantifizierungsergebnisse bei Peptiden zu beobachten, welche Methionin enthielten.
Bei der Isotopenmarkierung mit HCl in 18O-Wasser scheint ein Austausch von Sauer-
stoff am oxidierten Methionin vorzuliegen, bzw. es findet eine Oxidation des Methionins
statt. Da die Oxidationsrate bei den leichten und den schweren Peptiden offensichtlich
nicht gleichmäßig ist, bzw. das Labeling bei der schweren Variante nicht vollständig
stattfindet, ergeben sich bei methioninhaltigen Peptiden starke Abweichungen bei der
Quantifizierung. Dies könnte umgangen werden, wenn die Peptide vor der Isotopenmar-
kierung am Methionin vollständig oxidiert würden. Die Oxidation des Methionins könnte
in diesem Falle beispielsweise mit Wasserstoffperoxid erfolgen. In Abbildung 10.26 auf
Seite 170 sind die ermittelten Quantifizierungsergebnisse für eine 1:1-Mischung des Pro-
teinmix von Dionex in der leichten und schweren Form zu sehen. Es ist zu erkennen,
dass die threoninhaltigen Peptide eine systematische Abweichung verursachen. Die me-
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A Peptide ohne Threonin und Methionin Mittelwert: 1,01 (±0, 14)
B Threonin enthaltende Peptide Mittelwert: 0,81 (±0, 16)
C Methionin enthaltenden Peptide Mittelwert: 1,88 (±3, 12), Ox 0,16 (±0, 21)
Abbildung 10.26 – Verteilung der gemessenen Verhältnisse (Schwer/Leicht) von Peptiden
einer 1:1-Mischung des Dionex-Mix nach 18O-Labeling; bei Peptiden
ohne Threonin und Methionin (A) entspricht der Mittelwert den Er-
wartungen, bei threoninhaltigen und methioninhaltigen Peptiden (C)
weichen die Mittelwerte ab.
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10.3 Ergebnisse
thioninhaltigen Peptide ergeben eine wesentlich größere Abweichung mit einer erheblich
größeren Streuung.
10.3.3 18O-Labeling an Phosphopeptiden von PKA
Im Anschluss an das Quantifizieren der Peptidmischung wurde geprüft, ob das säureka-
talysierte 18O-Labeling kompatibel zu der Anreicherung von Phosphopeptiden mittels
TiO2 ist, und ob es somit für die Bestimmung von Phosphorylierungsstellen durch Mul-
tiproteaseverdau nach Schlosser et al. (2005) geeignet ist.
Dazu wurden drei getrocknete Gelbanden mit jeweils 20 pmol PKA mit den Proteasen
Trypsin, Elastase und Thermolysin über Nacht bei 37 ○C verdaut. Nach dem Verdau
wurde der Flüssigkeitsüberstand über dem Gel abgenommen und die Peptide aus den
Gelstücken für 30 Minuten mit 20 µl 0,1 % FA und 50 % ACN extrahiert. Der Über-
stand und der Extrakt der jeweiligen Protease wurden wieder vereinigt und dann zu
gleichen Teilen aufgeteilt. Die aufgeteilten Proben wurden dann im Vakuum vollständig
getrocknet. Die Probe für die leichte Isotopenmarkierung wurde anschließend mit 10 µl
konzentrierter HCl in H162 O, die Probe für die schwere Isotopenmarkierung mit 10 µl kon-
zentrierter HCl in H182 O versetzt. Die Reaktion wurde für 5 Stunden und 30 Minuten bei
15 ○C durchgeführt. Die Proben wurden mit wasserfreiem Stickstoff getrocknet und letz-
te Säurereste mit gesättigtem NH4HCO3 in H
16
2 O für die leichte Probe und gesättigtem
NH4HCO3 in H
18
2 O für die schwere Probe neutralisiert. Daraufhin wurden die beiden
Proben vereinigt und erneut im Vakuum vollständig getrocknet. Die Probe wurde dann
mit 5 µl 0,1 % FA 50 % ACN aufgenommen und mit 0,1 µl konzentrierter FA auf einen
pH-Wert von ca. 4 eingestellt und die Phosphopeptide mittels TiO2 angereichert, wie in
Abschnitt 3.9 ab Seite 37 beschrieben. Die mobile Phase der Injektion und des Wasch-
schrittes wurde in ein Probenfläschchen gesammelt, in das 10 µl gesättigte NH4HCO3
Lösung vorgelegt waren, um einen eventuellen säurekatalysierten Rücktausch der Iso-
topenmarkierung zu verhindern. Das Vial mit dem Eluat wurde mit 1 µl konzentrierter
FA angesäuert und am Q-TOF gemessen, das Vial mit dem Durchlauf des Lade- und
Waschschrittes wurde vor der Messung auf ein Volumen von 20 µl eingeengt. Das Schema
des Ablaufs ist in Abbildung 10.27 auf Seite 172 dargestellt.
Wie in Tabelle 10.3 zu sehen ist, ergibt sich für unterschiedliche Peptide, generiert
durch verschiedene Proteasen, eine gute Korrelation der Quantifizierungsergebnisse. Bei
den Peptiden ist dabei kein Rücktausch von 16O-Sauerstoff zu beobachten. Dies weist
auf eine nicht vorhandene enzymatische Katalyse des Sauerstoffaustauschs und somit
auf eine Inaktivierung der für den Verdau verwendeten Proteasen durch die Behand-
lung mit HCl hin. Geringe Schwankungen der ermittelten Verhältnisse von schwerer zu
leichter Probe unter den verschiedenen Proteasen ergeben sich aus der separat durchge-
führten Probenvorbereitung. Auch bei diesem Versuch ist der systematische Fehler beim
Quantifizieren threoninhaltiger Peptide zu erkennen, siehe Abbildung 10.28 auf Seite
174.
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Abbildung 10.27 – Arbeitsablauf zur säurekatalysierten Isotopenmarkierung von Phos-
phopeptiden mit 18O-Sauerstoff und anschließender Anreicherung mit













































































RVpSINEKCGKEF 1,12 Elastase Carbamidomethyl (C)
RVpSINEKCGKEF 1,13 Elastase Carbamidomethyl (C)
IRVpSINEKCGKE 1,12 Thermolysin Carbamidomethyl (C)
IRVpSINEKCGKE 1,18 Thermolysin Carbamidomethyl (C)
S-339
FKGPGDTSNFDDYEEEEIRVpSINEK 0,87 Trypsin +
FKGPGDTSNFDDYEEEEIRVpSINEK 0,86 Trypsin +
FKGPGDTSNFDDYEEEEIRVpSINEK 0,87 Thermolysin +
FKGPGDTSNFDDYEEEEIRVpSINEK 0,79 Thermolysin +
GPGDTSNFDDYEEEEIRVpSINEK 0,88 Trypsin +
RVpSINEKCGKEFTEF 0,81 Elastase Carbamidomethyl (C) +
RVpSINEKCGKEFTEF 0,81 Elastase Carbamidomethyl (C) +
RVpSINEKCGKEFTEF 0,76 Elastase Carbamidomethyl (C) +
RVpSINEKCGKEFT 0,79 Elastase Carbamidomethyl (C) +
Tabelle 10.3 – Verhältnisse (Schwer/Leicht) einer 1:1-Mischung der Phosphopeptide von
PKA nach Verdau mit verschiedenen Proteasen, 18O-Labeling mit HCl und
Phosphopeptidanreicherung mit TiO2; es ist zu erkennen, dass auch bei
der Phosphopeptidanreicherung mit TiO2 der isotopenmarkierten Peptide
das Verhältnis von leichter und schwerer Probe nicht verändert wird. Die
threoninhaltigen Peptide weisen wiederum eine Verschiebung des Verhält-
nisses durch den Einbau eines weiteren 18O-Sauerstoffs auf.
10.3.4 18O-Labeling an Proteinen
Die säurekatalysierte Isotopenmarkierung mit 18O-Sauerstoff wurde in vorangehenden
Versuchen auf Peptidebene nach dem proteolytischem Verdau durchgeführt. Jeder Ar-
beitsschritt vor der Isotopenmarkierung birgt jedoch die Möglichkeit der Entstehung
von Fehlern, welche die Quantifizierung verschlechtern. Daher wurde versucht, die Pro-
be auf Proteinebene vor dem Auftrag auf das Polyacrylamidgel säurekatalysiert mit einer
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A Peptide ohne Threonin und Methionin Mittelwert: 1,07 (±0, 10)
B Threonin enthaltende Peptide Mittelwert: 0,83 (±0, 04)
Abbildung 10.28 – Verteilung der Verhältnisse (Schwer/Leicht) einer 1:1-Mischung der
Phosphopeptide von PKA nach 18O-Labeling mit HCl und Phospho-
peptidanreicherung mit TiO2.
18O-Isotopenmarkierung zu versehen. Dazu wurden 2 pmol getrocknete PKA, wie in den
vorherigen Abschnitten beschrieben, für 5 h 30 min bei 15 ○C mit HCl in H182 O behandelt
und dann mit wasserfreiem Stickstoff getrocknet. Bei den verwendeten Reaktionsbedin-
gungen findet jedoch ein gewisser Grad an hydrolytischen Vorgängen statt. Dies führt
am Protein dazu, dass statt des intakten Proteins verschiedene Proteinbruchstücke vor-
liegen. Somit verteilen sich die Proteinbruchstücke auf der Gelspur und auf dem Gel sind
keine Gelbanden zu erkennen. Unter Umständen ware es möglich, dieses Problem durch
die Verwendung eines Protokolls mit In-Lösungsverdau zu umgehen und das Protein
davor mit den 18O-Isotopen zu markieren. Alternativ wäre auch möglich, das Labeling
mit der Hydrolyse des Proteins wie von Liu et al. (2010) beschrieben zu kombinieren,
um so ohne proteolytischen Verdau die Peptide für die LC-MS-Messungen zu generieren.




Die Methode des säurekatalysierten 18O-Labelings kann in der derzeitigen Form für
die relative Quantifizierung von Peptiden ohne posttranslationale Modifikationen so-
wie von Phosphopeptiden verwendet werden. Derzeit muss man dabei unter Umständen
threoninhaltige und teilweise auch serinhaltige Peptide ausschließen, da bei diesen der
Einbau eines weiteren 18O-Sauerstoffs stattfinden kann. Sobald die durch den Austausch
weiterer Sauerstoffatome auftretenden Satellitenpeaks bei der Datenauswertung berück-
sichtigt werden können, sind jedoch auch diese Peptide zur Quantifizierung verwendbar.
Bei methioninhaltigen Peptiden ist ein Oxidationsschritt vor der säurekatalysierten Iso-
topenmarkierung ratsam, um diese für das Quantifizieren verwenden zu können. Die
hier dargestellte Methode bietet die Möglichkeit, Peptide mit einer hohen Rate an 18O-
Isotopen zu markieren. Verglichen mit der enzymkatalysierten Isotopenmarkierung mit
18O-Sauerstoff ist bei der säurekatalysierten Variante die Massendifferenz zwischen den
leichten und schweren Peptiden, durch die zusätzliche Markierung an den Carboxygrup-
pen der Seitenketten, in vielen Fällen größer. Die Kosten für das Labeling beschränken
sich vor allem auf den Kauf des angereicherten 18O-Wassers. Zudem bietet die Methode,
wie auch die enzymkatalysierte Variante den Vorteil, dass die Peptide nicht chemisch
durch Tags verändert werden. Die Methode des säurekatalysierten 18O-Labelings auf
Peptidebene stellt somit eine leicht zu verwendende und kostengünstige Methode für
das relative Quantifizieren von Proteinen und Peptiden nach Isotopenmarkierung auf
Peptidebene dar.
Die Ergebnisse dieses Kapitels wurden unter Haaf und Schlosser (2012) veröffentlicht.
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11 Abschließende Zusammenfassung und
Diskussion
Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, neue Erkentnisse zu den Proteinen Period 1
und 2 zu erlangen. So wurden bei der Analyse des Immunopräzipitates von mPER1 und
mPER2 mittels LC-MS nicht nur weitere bekannte Komponenten der circadianen Uhr,
sondern auch verkürzte Varianten der Proteine identifiziert, bei denen es sich möglicher-
weise um alternative Splicevarianten handelt. Hier müssen jedoch weitere molekular-
biologische Analysen zur Validierung der Ergebnisse der LC-MS-Analyse durchgeführt
werden.
Nach der Optimierung der Phosphopeptidanreicherung mittels TiO2 und der anschlie-
ßenden LC-MS-Analyse ist es außerdem gelungen, an den Proteinen Period 1 und 2
weitere Phosphorylierungsstellen zu den bislang bekannten zu identifizieren. Die ge-
meinsam mit Robert Gawlik und Andreas Schlosser entwickelte Software Pepview stellte
dabei ein nützliches Werkzeug zur Visualisierung der gefunden Phosphoylierungsstellen
dar. Durch die Weiterentwicklung der Analytik konnten insbesondere mehrfach phospho-
rylierte Peptide besser analysiert werden. Es fällt jedoch bei bestimmten Phosphopep-
tiden, trotz des gewählten Ansatzes mit dem proteolytischen Verdau mit verschiedenen
Proteasen und der LC-MS-Analyse mit CID und ETD, bislang immer noch schwer,
alle Phosphorylierungen auf bestimmte Aminosäuren genau zu lokalisieren. Die mehr-
fach phosphorylierten Peptide weisen entgegen der Erwartungen meist relativ schlechte
ETD-Fragmentspektren auf. Vermutlich macht die chemische Struktur der Phosphopep-
tide ein sogenanntes Soft-CID nach der ETD-Fragmentierung notwendig. Die verwendete
ETD-Ionenfalle konnte dieses Soft-CID jedoch in vielen Fällen nicht durchführen, da im
Gerät der Ladungszustand des Peptidions aufgrund der relativ niedrigen Auflösung der
Ionenfalle nicht ermittelt werden konnte. Hier würde der Einsatz eines hochauflösenden
ETD-Massenspektrometers sehr wahrscheinlich eine weitere Verbesserung der Analytik
bringen. Gleichzeitig stellt die geringe Abundanz der Phosphopeptide, insbesondere der
höher phosphorylierten Spezies und deren möglicher Verlust auf dem HPLC-System,
weiterhin eine große Herausforderung dar. Dies gilt insbesondere für die Analyse der
Positionsisomere der mehrfach phosphorylierten Peptide. Auch bei der Injektion mit ei-
nem Additiv wie der Zitronensäure, welche die Chromatographie der Phosphopeptide
verbessert, ergeben hochphosphorylierte Peptide sehr breite Peaks bei der Elution von
der C18-Säule bei der LC-MS-Analyse.
An den Period Proteinen wurden im Rahmen der durchgeführten Analyse Phosphory-
lierungsstellen gefunden, welche im Bereich oder in der Nähe bekannter Interaktionsmo-
tive und Bindungsdomänen der Proteine liegen und diese vermutlich in ihrer Aktivität
beeinflussen. Es lassen sich jedoch aus den bisher gewonnenen qualitativen Daten keine
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Aussagen über die genaue Funktion einzelner Phosphorylierungsstellen oder Phosphory-
lierungscluster treffen. Dafür wären neben der qualitativen Analyse der Phosphorylierung
auch quantitative Analysen über die Änderungen der Phosphorylierung und der daraus
resultierenden Effekte auf die Proteine notwendig.
Daher wurde versucht, einen Ansatz zur labelfreien Bestimmung des Phosphorylie-
rungsgrades auf die bei der qualitativen Analyse der Phosphorylierung verwendete Me-
thode, welche den proteolytischen Verdau mit verschiedenen Proteasen beinhaltet, zu
übertragen. Es zeigte sich jedoch, dass diese Methode beim Proteinverdau durch ver-
schiedene Proteasen zu abweichenden Ergebnissen für den Phosphorylierungsgrad führt,
je nachdem welches Peptid für die Bestimmung verwendet wird. Dies lässt sich vermut-
lich auf die Beeinflussung der proteasekatalysierten Spaltung des Proteins zurückführen,
welche durch die Phosphorylierung beeinträchtigt wird. So erwies sich diese Methode für
den Einsatz an den Period-Proteinen, welche mehrere Phosphorylierungscluster besitzen,
folglich als ungeeignet.
Aufgrund dieser Ergebnisse lag die Überlegung nahe, eine Methode zur Bestimmung
der Phosphorylierungsgrades zu entwickeln, welche durch die Beeinflussung der Phos-
phorylierung auf den proteolytischen Verdau nicht beeinträchtigt wird. Das Konzept sah
dabei drei Schritte der chemischen Modifizierung des Proteins vor. Im ersten Schritt soll-
ten die freien Hydroxygruppen des Proteins verestert werden. Im zweiten Schritt sollte
dann eine Hydrolyse der Phosphatgruppen erfolgen. Im letzten Schritt wiederum sollten
die durch den Hydrolyseschritt neu enstandenen Hydroxygruppen mit einem isotopen-
gelabeten Reagenz verestert werden. In der Theorie wäre das Resultat ein Protein, bei
welchem sich die unphosphorylierte und die ehemals phosphorylierte Spezies nur durch
das Isotopenlabel an der Stelle der ehemaligen Phosphorylierung unterscheiden. Im der
Praxis erwies es sich jedoch als äußerst schwer, die Veresterungsreaktionen selektiv und
mit hoher Ausbeute durchzuführen. Daher konnte das Konzept nicht erfolgreich umge-
setzt werden. Auch andere Varianten der chemischen Modifikation des Proteins wie zum
Beispiel der β-Eliminierung konnten nicht zuverlässig für die Bestimmung des Phospho-
rylierungsgrades angewandt werden. Bei den Versuchen wurde allerdings der Einbau von
18O-Sauerstoff an dem Carboxygruppen von Asparaginsäure, Glutaminsäure und dem
C-Terminus der Testpeptide beobachtet.
Da sich die bisherigen Ansätze für die quantitative Analyse der Phosphorylierung
der Period Proteine als ungeeignet erwiesen, wurde für die relative Quantifizierung der
Phosphorylierung von mPER2 metabolisches Labeling mit 15N-Stickstoff eingesetzt. Das
Labeling mit 15N-Stickstoff wurde gewählt, da große Bereiche der Sequenz von mPER2
kein Lysin und Arginin enthalten, was eine Quantifizierung dieser Bereiche mit SILAC
verhindert. Beim dem Versuch sollte der Einfluss der humanen Serine/threonine-protein
phosphatase 2A (PP2A) auf den Phosphorylierungsstatus von mPER2 untersucht wer-
den. Dabei war von Interesse, welche Phosphorylierungsstellen durch eine Überexpression
von PP2A beeinflusst werden. Im Lauf der Versuche konnte eine Phosphorylierung am
Threonin 959 von mPER2 identifiziert werden, welche vermutlich durch PP2A dephos-
phoryliert wird. Dieses Ergebnis muss allerdings noch durch weitere molekularbiologi-
sche Versuche validiert werden. Nachteilig am 15N-Labeling in Zellkultur mit humanen
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HEK293-Zellen waren jedoch die sehr hohen Kosten für das isotopenmarkierte Medium,
welche umfassende Experimente sehr kostenintensiv machen.
Der bei den vorherigen Versuchen beobachtete Einbau von 18O-Sauerstoff an den Car-
boxygruppen wurde in weiteren Experimenten untersucht. Es stellte sich heraus, dass
es sich dabei um einen säurekatalysierten Mechanismus der Substitutionsreaktion han-
delte. Daraufhin wurde versucht, die Reaktionsbedingungen soweit zu optimieren, dass
dieser Austausch für ein säurekatalysiertes Isotopenlabeling auf Peptidebene verwendbar
ist. Nach anfänglichen Problemen in Bezug auf die Vollständigkeit der Isotopenmarkie-
rung und in Bezug auf milde Reaktionsbedingungen konnten diese Probleme durch den
Einsatz von Salzsäure in 18O-Wasser in Kombination mit einer Trocknung durch wasser-
freien Stickstoff minimiert werden. Die Methode bietet eine kostengünstige und robuste
Alternative zu bisherigen Methoden der Isotopenmarkierung auf Peptidebene. Sie bietet
sich daher für weitere Experimente zur Funktionsaufklärung der verschiedenen Phospho-
rylierungsstellen der Period-Proteine an.
Die qualitative und quantitative Analyse von Phosphoproteinen mittels LC-MS bleibt
ein anspruchsvolles Feld im Bereich der Proteomics. Wenn es gelänge, eine Methode zu
entwickeln, welche die Phosphatgruppe für die Analyse durch eine Isotopenmarkierung
ersetzt, würde dies die Analyse mittels LC-MS erheblich vereinfachen.
In Hinblick auf das Verständnis der Phosphorylierung für die Funktionsweise der cir-
cadianen Uhr stellen sich jedoch noch mehrere Herausforderungen. So ist vermutlich die
Sensitivität der bislang verwendeten Methoden zu gering, um entsprechende Messungen
auch an den nativen Period-Proteinen zuverlässig durchführen zu können. Die nativ in
der Zelle exprimierten Proteine kommen in wesentlich geringeren Mengen in der Zelle
vor, als die überexprimierten Period-Proteine, an welchen die Messungen dieser Arbeit
durchgeführt wurden. Zudem ist wahrscheinlich, dass die Phosphorylierung im Zellkern
und im Cytoplasma separat analysiert werden muss, um die funktionelle Bedeutung
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1 Sequenzvergleich der mPER Proteine
mPER1 MSGPLEGADGGGDPRPGEPFCPGGVPSPGAPQHRPCPGPSLADDTDANSNGSSGNESNGP 60
mPER2 MNGYVDFS-----PSPTSPTKE-----PGAPQP---TQAVLQEDVDMSS-GSSGNEN--- 43
*.* :: : * * .* ***** . . * :*.* .* ******.
mPER1 ESRGASQRSSHSSSSGNGKDSALLETTESSKSTNSQSPSPPSSSIAYSLLSASSEQDNPS 120
mPER2 --CSTGRDSQGSDCDDNGKELRMLVES---------SNTHPSPDDAFRLMMTEAEH-NPS 91
.:.: *. *....***: :* : * : **.. *: *: :.:*: ***
mPER1 TSGCSSEQSARARTQKELMTALRELKLRLPPERRGKGRSGTLATLQYALACVKQVQANQE 180
mPER2 TSGCSSEQSAKADAHKELIRTLKELKVHLPADKKAKGKASTLATLKYALRSVKQVKANEE 151
**********:* ::***: :*:***::**.:::.**::.*****:*** .****:**:*
mPER1 YYQQWSLEEGEPCAMDMSTYTLEELEHITSEYTLRNQDTFSVAVSFLTGRIVYISEQAGV 240
mPER2 YYQLLMSSESQPCSVDVPSYSMEQVEGITSEYIVKNADMFAVAVSLVSGKILYISNQVAS 211
*** .*.:**::*:.:*::*::* ***** ::* * *:****:::*:*:***:*..
mPER1 LLRCKRDVFRGARFSELLAPQDVGVFYGSTTPSRLPTWGTGTSAGSGLKDFTQEKSVFCR 300
mPER2 IFHCKKDAFSDAKFVEFLAPHDVSVFHSYTTPYKLPPWSVCSGLDSFTQECMEEKSFFCR 271
:::**:*.* .*:* *:***:**.**:. *** :**.*.. :. .* :: :***.***
mPER1 IRGGPDRDPGPRYQPFRLTPYVTKIRVSDGAPAQPCCLLIAERIHSGYEAPRIPPDKRIF 360
mPER2 VSVGKHHENEIRYQPFRMTPYLVKVQEQQGAESQLCCLLLAERVHSGYEAPRIPPEKRIF 331
: * .:: ******:***:.*:: .:** :* ****:***:***********:****
mPER1 TTRHTPSCLFQDVDERAAPLLGYLPQDLLGAPVLLFLHPEDRPLMLAIHKKILQLAGQPF 420
mPER2 TTTHTPNCLFQAVDERAVPLLGYLPQDLIETPVLVQLHPSDRPLMLAIHKKILQAGGQPF 391






: ...:***:*******:*** *..:* .:*. * * * ******* : .
mPER1 PAPVTFQQICKDVHLVKHQGQQLFIESRAKPPPRPRLLATGTFKAKVLPCQSPNPELEVA 600
mPER2 SGIFKTSGKIQTKSHVSHESGGQKEASVAEMQSSP--------PAQVKAVTTIERDSSGA 563
.. .. . : *.*:. * *: . * *:* . : : : . *
mPER1 PVPDQASLALAPEEPERKETSGCSYQQINCLDSILRYLESCNIPSTTKRKCASSSSYTAS 660
mPER2 SLPKAS----FPEELAYKNQPPCSYQQISCLDSVIRYLESCSEAATLKRKCEFPANIPSR 619
.:*. : *** *: . ******.****::******. .:* **** .:. .:
mPER1 SASDDDKQRAGPVPVGAKKDPSSAMLSGEGATPRKEP---VVGGTLSPLALANKAESVVS 717
mPER2 KAT-----------------VSPGLHSGEAARPSKVTSHTEVSAHLSSLTLPGKAESVVS 662
.*: *..: ***.* * * . *.. **.*:*..*******
Abbildung 1 – Sequenzvergleich von mPER1 und mPER2 mit eingetragenen Phospho-
rylierungsstellen Teil 1; (*) identische Aminosäuren, (:) starke und (.)





:*****:************ . :* : .:*.** . ..: :: : * : :*
mPER1 LTKAVLSLHTQKEEQAFLNRFRDLGRLRGLDT---------SSVAPSAPGCHHGP-IPPG 827
mPER2 LTKEVLAAHTQREEQGFLQRFREVSRLSALQAHCQNYLQERSRAQASDRGLRNTSGLESS 776
*** **: ***:***.**:***::.** .*:: * . .* * :: . : ..
mPER1 RRHHCRSKAKRSRHHHHQTPRPETP--CYVSHPSPVP--SSGPWPPPPAT------TPFP 877
mPER2 WKKTGKNRKLKSKRVKTRDSSESTGSGGPVSHRPPLMGLNATAWSPSDTSQSSCPSAPFP 836
:: :.: :*:: : : . .* *** .*: .: .*.*. :: :***
mPER1 AMVQPYPLPVFSPRG-----GPQPLPPAPTS-----------------VSPATFPSPLVT 915
mPER2 TAVPAYPLPVFQAPGIVSTPGTVVAPPAATHTGFTMPVVPMGTQPEFAVQPLPFAAPLA- 895
: * .******.. * *. ***.* *.* .*.:**.
mPER1 PMVALVLPNYLFP--TP-------PSYPYGVSQAPVEGPPTPASHSPSPS----LPPP-- 960
mPER2 PVMAFMLPSYPFPPATPNLPQAFLPSQPHFPAHPTLASEITPASQAEFPSRTSTLRQPCA 955
*::*::**.* ** ** ** *: ::..: . ****:: ** * *
mPER1 -PLSPPH------RPDSPLFNSRCSSPLQLNLLQLEESPRTEGGAA--AGGPGSSAGPLP 1011
mPER2 CPVTPPAGTVALGRASPPLFQSRGSSPLQLNLLQLEEAPEGSTGAAGTLGTTGTAASGLD 1015
*::** *...***:** *************:*. . *** * .*::*. *
mPER1 PSEETA---EPEAR--LVEVTESSNQDALSGSSDLLELLLQEDSRSGTGSAASGSLGSGL 1066
mPER2 CTSGTSRDRQPKAPPTCNEPSDTQNSDAISTSSDLLNLLLGEDLCSATGSALSRSGASAT 1075
:. *: :*:* * :::.*.**:* *****:*** ** *.**** * * .*.
mPER1 GSGSGSGSHEGGSTSASITRSSQSSHTSKYFGSIDSSE-AEAGAARARTEPGDQVIKCVL 1125
mPER2 SDSLGSSSLGFG-TSQSGAGSSDTSHTSKYFGSIDSSENNHKAKMIPDTEESEQFIKYVL 1134
... **.* * ** * : **::************** . . . ** .:*.** **
mPER1 QDPIWLLMANADQRVMMTYQVPSRDAASVLKQDRERLRAMQKQQPRFSEDQRRELGAVHS 1185
mPER2 QDPIWLLMANTDDSIMMTYQLPSRDLQAVLKEDQEKLKLLQRSQPRFTEGQRRELREVHP 1194
**********:*: :*****:**** :***:*:*:*: :*:.****:*.***** **.
mPER1 WVRKGQLPRALDVTACVDCGSSVQDPGHSDDPLFSELDGLGLEPMEEGGGEGGGCGVGGG 1245
mPER2 WVHTGGLPTAIDVTGCVYCES--------------EEKGNICLPYEEDSPSPGLC----- 1235
**:.* ** *:***.** * * * .* * **.. . * *
mPER1 GGDGGEEAQTQIGAKGSSSQDSAMEEEEQGGGSSSPALPAEENSTSKGGRADPAFLYKVV 1305
mPER2 --------------------DTSEAKEEEGEQLTGPRIEAQ----TKGGRADPAFLYKVV 1271




Abbildung 2 – Sequenzvergleich von mPER1 und mPER2 mit eingetragenen Phospho-
rylierungsstellen Teil 2; (*) identische Aminosäuren, (:) starke und (.)
schwache Ähnlichkeit der Aminosäuren
205
Anhang
2 Phosphoisomere von mPER1












+ESI Scan Frag=175.0V 0391_QTOF_5780.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 10.5 11 11.5 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 
0x phosphoryliert m/z   751,0239 ±20ppm
1x phosphoryliert m/z   777,6794 ±20ppm
2x phosphoryliert m/z   804,3348 ±20ppm
3x phosphoryliert m/z   830,9903 ±20ppm

































+ESI EIC(857.646) Scan Frag=175.0V 0391_QTOF_5780.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 10.5 11 11.5 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 
1x phosphoryliert m/z   777,6794 ±20ppm
1. LLETTESSKSTNSQSPSPPSSS
2. LLETTESSKSTNSQSPSPPSSS
2x phosphoryliert m/z   804,3348 ±20ppm
1. LLETTESSKSTNSQSPSPPSSS
2. LLETTESSKSTNSQSPSPPSSS, kein MS2
3x phosphoryliert m/z   830,9903 ±20ppm
1. LLETTESSKSTNSQSPSPPSSS, kein MS2
2. LLETTESSKSTNSQSPSPPSSS, kein MS2
4x phosphoryliert m/z   857,6457 ±20ppm












A 1× phosphoryliertes Peptid C 3× phosphoryliertes Peptid
B 2× phosphoryliertes Peptid D 4× phosphoryliertes Peptid
Abbildung 3 – Analyse der Phosphoisomere von LLETTESSKSTNSQSPSPPSSS von
mPER1
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+ESI Scan Frag=175.0V 0390_QTOF_5773.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 
0x phosphoryliert m/z   892,0610 ±20ppm
1x phosphoryliert m/z   918,7164 ±20ppm
2x phosphoryliert m/z   945,3719 ±20ppm
3x phosphoryliert m/z   972,0274 ±20ppm
4x phosphoryliert m/z   998,6828 ±20ppm



































+ESI EIC(1025.338) Scan Frag=175.0V 0390_QTOF_5773.d 







+ESI EIC(918.7164) Scan Frag=175.0V 0390_QTOF_5773.d 1x phosphoryliert m/z 918,7164 ±20ppm
1x phosphoryliert m/z 919,0445 ±20ppm
NG desamidiert
1. MSPGPLHSPGSSSDSNGGDAEGPGPPAPV
2x phosphoryliert m/z 1025,3382 ±20ppm
2x phosphoryliert m/z 1025,3382 ±20ppm  
NG desamidiert
1. MSPGPLHSPGSSSDSNGGDAEGPGPPAPV
3x phosphoryliert m/z 972,0274 ±20ppm
3x phosphoryliert m/z 972,3554 ±20ppm
NG desamidiert
1. MSPGPLHSPGSSSDSNGGDAEGPGPPAPV
4x phosphoryliert m/z 998,6828 ±20ppm
4x phosphoryliert m/z 999,0108 ±20ppm
NG desamidiert
1. MSPGPLHSPGSSSDSNGGDAEGPGPPAPV
5x phosphoryliert m/z 1025,3382 ±20ppm













A 1× phosphor. Peptide C 3× phosphor. Peptide E 5× phosphor. Peptide
B 2× phosphor. Peptide D 4× phosphor. Peptide
Abbildung 4 – Analyse der Phosphoisomere von MSPGPLHSPGSSSDSNGGDAEGPG-
PPAPV von mPER1 (1×Methioninoxidation)
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+ESI Scan Frag=175.0V 0390_QTOF_5773.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 14.5 15 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 19 19.5 20 20.5 21 21.5 
0x phosphoryliert m/z   684,3274 ±20ppm
1x phosphoryliert m/z   710,9828 ±20ppm
2x phosphoryliert m/z   737,6383 ±20ppm
3x phosphoryliert m/z   764,2937 ±20ppm



































+ESI EIC(790.949) Scan Frag=175.0V 0390_QTOF_5773.d 





1x phosphoryliert m/z   710,9828 ±20ppm
1. SYTASSASDDDKQRAGPVPV
2x phosphoryliert m/z   737,6383 ±20ppm
1. SYTASSASDDDKQRAGPVPV
3x phosphoryliert m/z   764,2937 ±20ppm
1. SYTASSASDDDKQRAGPVPV






A 1× phosphoryliertes Peptid C 3× phosphoryliertes Peptid
B 2× phosphoryliertes Peptid D 4× phosphoryliertes Peptid
Abbildung 5 – Analyse der Phosphoisomere von SYTASSASDDDKQRAGPVPV von
mPER1
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+ESI Scan Frag=175.0V 0391_QTOF_5780.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 9.5 10 10.5 11 11.5 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 19 19.5 20 20.5 21 21.5 
0x phosphoryliert m/z   630,3352 ±20ppm
1x phosphoryliert m/z   670,3183 ±20ppm
















+ESI EIC(710.301) Scan Frag=175.0V 0391_QTOF_5780.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 9.5 10 10.5 11 11.5 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 19 19.5 20 20.5 21 21.5 
1x phosphoryliert m/z   670,3183 ±20ppm
1. LAPGPAPSPAPSPT






A 1× phosphoryliertes Peptid
B 2× phosphoryliertes Peptid
Abbildung 6 – Analyse der Phosphoisomere von LAPGPAPSPAPSPT von mPER1
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+ESI Scan Frag=175.0V 0391_QTOF_5780.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 21 21.5 22 22.5 23 23.5 24 24.5 25 25.5 26 26.5 27 27.5 28 28.5 29 29.5 30 30.5 31 31.5 32 32.5 33 
0x phosphoryliert m/z 1097,0239 ±20ppm
1x phosphoryliert m/z 1137,0071 ±20ppm
2x phosphoryliert m/z 1176,9900 ±20ppm



























+ESI EIC(1216.973) Scan Frag=175.0V 0391_QTOF_5780.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 21 21.5 22 22.5 23 23.5 24 24.5 25 25.5 26 26.5 27 27.5 28 28.5 29 29.5 30 30.5 31 31.5 32 32.5 33 
3x phosphoryliert m/z 1216,9734 ±20ppm
1. LVEVTESSNQDALSGSSDLLE, 2+
2x phosphoryliert m/z 1176,9900 ±20ppm
1. LVEVTESSNQDALSGSSDLLE, 2+, kein MS2
2. LVEVTESSNQDALSGSSDDLE, 2+
 
1x phosphoryliert m/z 1137,0071 ±20ppm
1. LVEVTESSNQDALSGSSDLLE, 2+, kein MS2
2. LVEVTESSNQDALSGSSDLLE, 2+










A 1× phosphoryliertes Peptid C 3× phosphoryliertes Peptid
B 2× phosphoryliertes Peptid
Abbildung 7 – Analyse der Phosphoisomere von LVEVTESSNQDALSGSSDLLE von
mPER1
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3 Phosphoisomere von mPER2











+ESI Scan Frag=175.0V 0371_QTOF_5447.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 19 19.5 20 20.5 21 21.5 22 22.5 23 23.5 24 24.5 
0x phosphoryliert m/z   747,0341 ±20ppm
1x phosphoryliert m/z   773,6895 ±20ppm
2x phosphoryliert m/z   800,3450 ±20ppm




























+ESI EIC(827.000) Scan Frag=175.0V 0371_QTOF_5447.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 19 19.5 20 20.5 21 21.5 22 22.5 23 23.5 24 24.5 
1x phosphoryliert m/z   773,6895 ±20ppm
1. VDFSPSPTSPTKEPGAPQPTQA
2x phosphoryliert m/z   800,3450 ±20ppm
1. VDFSPSPTSPTKEPGAPQPTQA








A 1× phosphoryliertes Peptid C 3× phosphoryliertes Peptid
B 2× phosphoryliertes Peptid

















+ESI Scan Frag=175.0V 0041_QTOF_0486.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 19 19.5 20 20.5 21 21.5 22 22.5 23 23.5 24 24.5 
0x phosphoryliert m/z   640,2915 ±20ppm
1x phosphoryliert m/z   666,9470 ±20ppm
2x phosphoryliert m/z   693,6024 ±20ppm



























+ESI EIC(720.258) Scan Frag=175.0V 0041_QTOF_0486.d 




1x phosphoryliert m/z   666,9470 ±20ppm
1. MLVESSNTHPSPDDAFR
2x phosphoryliert m/z   693,6024 ±20ppm
1. MLVESSNTHPSPDDAFR
3x phosphoryliert m/z   720,2578 ±20ppm




A 1× phosphoryliertes Peptid C 3× phosphoryliertes Peptid
B 2× phosphoryliertes Peptid
Abbildung 9 – Analyse der Phosphoisomere von MLVESSNTHPSPDDAFR von mPER2,
(1×Methioninoxidation)
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Counts vs. Acquisition Time (min) 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5 10 10.5 11 11.5 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5 
0x phosphoryliert m/z   805,3350 ±20ppm
1x phosphoryliert m/z   831,9905 ±20ppm
2x phosphoryliert m/z   858,6459 ±20ppm
































+ESI EIC(885.301) Scan Frag=175.0V 0165_QTOF_2256.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5 10 10.5 11 11.5 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5 
1x phosphoryliert m/z   831,9905 ±20ppm
1. LMMTEAEHNPSTSGCSSEQSAK
2. LMMTEAEHNPSTSGCSSEQSAK
2x phosphoryliert m/z   858,6459 ±20ppm
1. LMMTEAEHNPSTSGCSSEQSAK, kein MS2
2. LMMTEAEHNPSTSGCSSEQSAK
3x phosphoryliert m/z   885,3013 ±20ppm
1. LMMTEAEHNPSTSGCSSEQSAK, kein MS2










A 1× phosphoryliertes Peptid C 3× phosphoryliertes Peptid
B 2× phosphoryliertes Peptid

















+ESI Scan Frag=175.0V 0041_QTOF_0486.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 9.5 10 10.5 11 11.5 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 
0x phosphoryliert m/z   702,8359 ±20ppm
1x phosphoryliert m/z   722,8275 ±20ppm
2x phosphoryliert m/z   742,8191 ±20ppm
3x phosphoryliert m/z   762,8106 ±20ppm






































+ESI EIC(782.802) Scan Frag=175.0V 0041_QTOF_0486.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 9.5 10 10.5 11 11.5 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 
1x phosphoryliert m/z   722,8275 ±20ppm
1. SHVSHESGGQKEASVAEMQSSPPAQVK
2x phosphoryliert m/z   742,8191 ±20ppm
1. SHVSHESGGQKEASVAEMQSSPPAQVK,
    kein MS2
2. SHVSHESGGQKEASVAEMQSSPPAQVK
3x phosphoryliert m/z   762,8106 ±20ppm
1. SHVSHESGGQKEASVAEMQSSPPAQVK
2. SHVSHESGGQKEASVAEMQSSPPAQVK
4x phosphoryliert m/z   782,8022 ±20ppm
1. SHVSHESGGQKEASVAEMQSSPPAQVK,
    kein MS2
2. SHVSHESGGQKEASVAEMQSSPPAQVK,












A 1× phosphoryliertes Peptid C 3× phosphoryliertes Peptid
B 2× phosphoryliertes Peptid D 4× phosphoryliertes Peptid
Abbildung 11 – Analyse der Phosphoisomere von SHVSHESGGQKEASVAFMQSSPPA-
QVK von mPER2 (1×Methioninoxidation)
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+ESI Scan Frag=175.0V 0369_QTOF_5425.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 13.5 14 14.5 15 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 19 19.5 20 20.5 21 21.5 22 22.5 
0x phosphoryliert m/z   544,6248 ±20ppm
1x phosphoryliert m/z   571,2803 ±20ppm
2x phosphoryliert m/z   597,9357 ±20ppm
























+ESI EIC(624.591) Scan Frag=175.0V 0369_QTOF_5425.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 13.5 14 14.5 15 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 19 19.5 20 20.5 21 21.5 22 22.5 
1x phosphoryliert m/z   571,2803 ±20ppm
1. AVTTIERDSSGASLPK
2x phosphoryliert m/z   597,9357 ±20ppm
1. AVTTIERDSSGASLPK








A 1× phosphoryliertes Peptid C 3× phosphoryliertes Peptid
B 2× phosphoryliertes Peptid
Abbildung 12 – Analyse der Phosphoisomere von AVTTIERDSSGASLPK von mPER2
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+ESI Scan Frag=175.0V 0369_QTOF_5425.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 7.5 8 8.5 9 9.5 10 10.5 11 11.5 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5 16 16.5 
0x phosphoryliert m/z   448,9971 ±20ppm
1x phosphoryliert m/z   468,9886 ±20ppm

















+ESI EIC(488.980) Scan Frag=175.0V 0369_QTOF_5425.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 7.5 8 8.5 9 9.5 10 10.5 11 11.5 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5 16 16.5 
1x phosphoryliert m/z   468,9886 ±20ppm
1. KATVSPGLHSGEAARPSK, kein MS2
2. KATVSPGLHSGEAARPSK







A 1× phosphoryliertes Peptid
B 2× phosphoryliertes Peptid
Abbildung 13 – Analyse der Phosphoisomere von KATVSPGLHSGEAARPSK von
mPER2
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+ESI Scan Frag=175.0V 0041_QTOF_0497.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 22.5 23 23.5 24 24.5 25 25.5 26 26.5 27 27.5 28 28.5 29 29.5 30 30.5 31 31.5 
0x phosphoryliert m/z 901,1044 ±20ppm
1x phosphoryliert m/z 927,7598 ±20ppm
2x phosphoryliert m/z 954,4152 ±20ppm






























+ESI EIC(981.071) Scan Frag=175.0V 0041_QTOF_0497.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 22.5 23 23.5 24 24.5 25 25.5 26 26.5 27 27.5 28 28.5 29 29.5 30 30.5 31 31.5 




2x phosphoryliert m/z 954,4152 ±20ppm
1. EDMASGPESLDGAAGGLSQEKGPLQKL
2. EDMASGPESLDGAAGGLSQEKGPLQKL 











A 1× phosphoryliertes Peptid C 3× phosphoryliertes Peptid
B 2× phosphoryliertes Peptid
Abbildung 14 – Analyse der Phosphoisomere von EDMASGPESLDGAAGGLSQEKGPL-
QKL von mPER2 (1×Methioninoxidation)
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+ESI Scan Frag=175.0V 0165_QTOF_2256.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 10.5 11 11.5 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 19 19.5 
0x phosphoryliert m/z   618,8146 ±20ppm
1x phosphoryliert m/z   658,7978 ±20ppm

















+ESI EIC(466.190) Scan Frag=175.0V 0165_QTOF_2256.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 10.5 11 11.5 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 19 19.5 
2x phosphoryliert m/z   698,7809 ±20ppm
1. NTSGLESSWKK





A 1× phosphoryliertes Peptid
B 2× phosphoryliertes Peptid
Abbildung 15 – Analyse der Phosphoisomere von NTSGLESSWKK von mPER2
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+ESI Scan Frag=175.0V 0371_QTOF_5447.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 11.5 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 19 19.5 20 20.5 
0x phosphoryliert m/z   614,5553 ±20ppm
1x phosphoryliert m/z   634,5469 ±20ppm
2x phosphoryliert m/z   654,5385 ±20ppm
3x phosphoryliert m/z   674,5301 ±20ppm
4x phosphoryliert m/z   694,5216 ±20ppm















































+ESI EIC(714.513) Scan Frag=175.0V 0371_QTOF_5447.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 11.5 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 19 19.5 20 20.5 
1x phosphoryliert m/z   634,5469 ±20ppm
1. VKTRDSSESTGSGGPVSHRPPLMG,
    ETD MS2 auf Ionenfalle
2x phosphoryliert m/z   654,5385 ±20ppm
1. VKTRDSSESTGSGGPVSHRPPLMG,
    ETD MS2 auf Ionenfalle
3x phosphoryliert m/z   674,5301 ±20ppm
1. VKTRDSSESTGSGGPVSHRPPLMG,
    ETD MS2 auf Ionenfalle
4x phosphoryliert m/z   694,5216 ±20ppm
1. VKTRDSSESTGSGGPVSHRPPLMG,
    ETD MS2 auf Ionenfalle
5x phosphoryliert m/z   714,5132 ±20ppm
1. VKTRDSSESTGSGGPVSHRPPLMG,











A 1× phosphor. Peptide C 3× phosphor. Peptide E 5× phosphor. Peptide
B 2× phosphor. Peptide D 4× phosphor. Peptide
Abbildung 16 – Analyse der Phosphoisomere von VKTRDSSESTGSGGPVSHRPPLMG
von mPER2 (1×Methioninoxidation), die Phosphorylierungsstellen konn-


















+ESI Scan Frag=175.0V 0369_QTOF_5425.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 17 17.5 18 18.5 19 19.5 20 20.5 21 21.5 22 22.5 23 23.5 24 24.5 25 25.5 26 
0x phosphoryliert m/z   1036,1275 ±20ppm
1x phosphoryliert m/z   1062,7829 ±20ppm
2x phosphoryliert m/z   1089,4384 ±20ppm
3x phosphoryliert m/z   1116,0938 ±20ppm





































+ESI EIC(1142.749) Scan Frag=175.0V 0369_QTOF_5425.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 17 17.5 18 18.5 19 19.5 20 20.5 21 21.5 22 22.5 23 23.5 24 24.5 25 25.5 26 
1x phosphoryliert m/z   1062,7829 ±20ppm
1. SGASATSDSLGSSSLGGTSQSGAGSSDTSHTSK
2. SGASATSDSLGSSSLGGTSQSGAGSSDTSHTSK
2x phosphoryliert m/z   1089,4384 ±20ppm
1. SGASATSDSLGSSSLGGTSQSGAGSSDTSHTSK
2. SGASATSDSLGSSSLGGTSQSGAGSSDTSHTSK,
    kein MS2
3x phosphoryliert m/z   1116,0938 ±20ppm
1. SGASATSDSLGSSSLGGTSQSGAGSSDTSHTSK,
    kein MS2
4x phosphoryliert m/z   1142,7493 ±20ppm
1. SGASATSDSLGSSSLGGTSQSGAGSSDTSHTSK,











A 1× phosphoryliertes Peptid C 3× phosphoryliertes Peptid
B 2× phosphoryliertes Peptid D 4× phosphoryliertes Peptid
Abbildung 17 – Analyse der Phosphoisomere von SGASATSDSLGSSSLGGTSQSGAGS-
SDTSHTSK von mPER2
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+ESI Scan Frag=175.0V 0371_QTOF_5447.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 21 21.5 22 22.5 23 23.5 24 24.5 25 25.5 26 26.5 27 27.5 28 28.5 29 29.5 30 
0x phosphoryliert m/z   1023,7656 ±20ppm
1x phosphoryliert m/z   1050,4211 ±20ppm





















+ESI EIC(1077.077) Scan Frag=175.0V 0371_QTOF_5447.d 
Counts vs. Acquisition Time (min) 21 21.5 22 22.5 23 23.5 24 24.5 25 25.5 26 26.5 27 27.5 28 28.5 29 29.5 30 
1x phosphoryliert m/z   1050,4211 ±20ppm
1. ICLPYEEDSPSPGLCDTSEAKEEEGEQ






A 1× phosphoryliertes Peptid
B 2× phosphoryliertes Peptid
Abbildung 18 – Analyse der Phosphoisomere von ICLPYEEDSPSPGLCDTSEAKEEEG-
EQ von mPER2 (2 ×Carbamidomethylierung)
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Anhang
4 Sequenzen der verwendeten Peptidstandards
[Glu1] - Fibrinopeptide B
EGVNDNEEGFFSAR













Peptide m/z 502 & 542 (Peptidmix A)
EAISAAPFAK-NH2
EAIpSAAPFAK-NH2
Peptide m/z 509 & 549 (Peptidmix B)
EAITAAPFAK-NH2
EAIpTAAPFAK-NH2
Tabelle 1 – Sequenzen der verwendeten Peptidstandards
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VNQIGTLSESIK 1-2 × phosphoryliert
VNQIGpTLSESIK
VNQIGpTLSEpSIK
VVEEINGNNYVYIDPTQLPYDHK 2 × phosphoryliert
VVEEINGNNpYVpYIDPTQLPYDHK
FSIAPSSLDPSNR 3-4 × phosphoryliert
FpSIAPSpSLDPpSNR
FpSIAPpSpSLDPpSNR
Tabelle 2 – Sequenzen der Peptide des 7P-Mixes
223
Anhang
5 Sequenzen der verwendeten Proteinstandards
P05132: cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit alpha (Mouse)
1 MGNAAAAKKG SEQESVKEFL AKAKEDFLKK WETPSQNTAQ LDQFDRIKTL
51 GTGSFGRVML VKHKESGNHY AMKILDKQKV VKLKQIEHTL NEKRILQAVN
101 FPFLVKLEFS FKDNSNLYMV MEYVAGGEMF SHLRRIGRFS EPHARFYAAQ
151 IVLTFEYLHS LDLIYRDLKP ENLLIDQQGY IQVTDFGFAK RVKGRTWTLC
201 GTPEYLAPEI ILSKGYNKAV DWWALGVLIY EMAAGYPPFF ADQPIQIYEK
251 IVSGKVRFPS HFSSDLKDLL RNLLQVDLTK RFGNLKNGVN DIKNHKWFAT
301 TDWIAIYQRK VEAPFIPKFK GPGDTSNFDD YEEEEIRVSI NEKCGKEFTE
351 F
P02769: Serum albumin - Bos taurus (Bovine)
1 MKWVTFISLL LLFSSAYSRG VFRRDTHKSE IAHRFKDLGE EHFKGLVLIA
51 FSQYLQQCPF DEHVKLVNEL TEFAKTCVAD ESHAGCEKSL HTLFGDELCK
101 VASLRETYGD MADCCEKQEP ERNECFLSHK DDSPDLPKLK PDPNTLCDEF
151 KADEKKFWGK YLYEIARRHP YFYAPELLYY ANKYNGVFQE CCQAEDKGAC
201 LLPKIETMRE KVLASSARQR LRCASIQKFG ERALKAWSVA RLSQKFPKAE
251 FVEVTKLVTD LTKVHKECCH GDLLECADDR ADLAKYICDN QDTISSKLKE
301 CCDKPLLEKS HCIAEVEKDA IPENLPPLTA DFAEDKDVCK NYQEAKDAFL
351 GSFLYEYSRR HPEYAVSVLL RLAKEYEATL EECCAKDDPH ACYSTVFDKL
401 KHLVDEPQNL IKQNCDQFEK LGEYGFQNAL IVRYTRKVPQ VSTPTLVEVS
451 RSLGKVGTRC CTKPESERMP CTEDYLSLIL NRLCVLHEKT PVSEKVTKCC
501 TESLVNRRPC FSALTPDETY VPKAFDEKLF TFHADICTLP DTEKQIKKQT
551 ALVELLKHKP KATEEQLKTV MENFVAFVDK CCAADDKEAC FAVEGPKLVV
601 STQTALA
Q29443: Serotransferrin - Bos taurus (Bovine)
1 MRPAVRALLA CAVLGLCLAD PERTVRWCTI STHEANKCAS FRENVLRILE
51 SGPFVSCVKK TSHMDCIKAI SNNEADAVTL DGGLVYEAGL KPNNLKPVVA
101 EFHGTKDNPQ THYYAVAVVK KDTDFKLNEL RGKKSCHTGL GRSAGWNIPM
151 AKLYKELPDP QESIQRAAAN FFSASCVPCA DQSSFPKLCQ LCAGKGTDKC
201 ACSNHEPYFG YSGAFKCLME GAGDVAFVKH STVFDNLPNP EDRKNYELLC
251 GDNTRKSVDD YQECYLAMVP SHAVVARTVG GKEDVIWELL NHAQEHFGKD
301 KPDNFQLFQS PHGKDLLFKD SADGFLKIPS KMDFELYLGY EYVTALQNLR
351 ESKPPDSSKD ECMVKWCAIG HQERTKCDRW SGFSGGAIEC ETAENTEECI
401 AKIMKGEADA MSLDGGYLYI AGKCGLVPVL AENYKTEGES CKNTPEKGYL
451 AVAVVKTSDA NINWNNLKDK KSCHTAVDRT AGWNIPMGLL YSKINNCKFD
501 EFFSAGCAPG SPRNSSLCAL CIGSEKGTGK ECVPNSNERY YGYTGAFRCL
551 VEKGDVAFVK DQTVIQNTDG NNNEAWAKNL KKENFEVLCK DGTRKPVTDA
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5 Sequenzen der verwendeten Proteinstandards
601 ENCHLARGPN HAVVSRKDKA TCVEKILNKQ QDDFGKSVTD CTSNFCLFQS
651 NSKDLLFRDD TKCLASIAKK TYDSYLGDDY VRAMTNLRQC STSKLLEACT
701 FHKP
P00330: Alcohol dehydrogenase 1 - Saccharomyces cerevisiae (Baker’s yeast)
1 MSIPETQKGV IFYESHGKLE HKDIPVPKPK ANELLINVKY SGVCHTDLHA
51 WHGDWPLPVK LPLVGGHEGA GVVVGMGENV KGWKIGDYAG IKWLNGSCMA
101 CEYCELGNES NCPHADLSGY THDGSFQQYA TADAVQAAHI PQGTDLAQVA
151 PILCAGITVY KALKSANLMA GHWVAISGAA GGLGSLAVQY AKAMGYRVLG
201 IDGGEGKEEL FRSIGGEVFI DFTKEKDIVG AVLKATDGGA HGVINVSVSE
251 AAIEASTRYV RANGTTVLVG MPAGAKCCSD VFNQVVKSIS IVGSYVGNRA
301 DTREALDFFA RGLVKSPIKV VGLSTLPEIY EKMEKGQIVG RYVVDTSK
P00722: Beta-galactosidase - Escherichia coli (strain K12)
1 MTMITDSLAV VLQRRDWENP GVTQLNRLAA HPPFASWRNS EEARTDRPSQ
51 QLRSLNGEWR FAWFPAPEAV PESWLECDLP EADTVVVPSN WQMHGYDAPI
101 YTNVTYPITV NPPFVPTENP TGCYSLTFNV DESWLQEGQT RIIFDGVNSA
151 FHLWCNGRWV GYGQDSRLPS EFDLSAFLRA GENRLAVMVL RWSDGSYLED
201 QDMWRMSGIF RDVSLLHKPT TQISDFHVAT RFNDDFSRAV LEAEVQMCGE
251 LRDYLRVTVS LWQGETQVAS GTAPFGGEII DERGGYADRV TLRLNVENPK
301 LWSAEIPNLY RAVVELHTAD GTLIEAEACD VGFREVRIEN GLLLLNGKPL
351 LIRGVNRHEH HPLHGQVMDE QTMVQDILLM KQNNFNAVRC SHYPNHPLWY
401 TLCDRYGLYV VDEANIETHG MVPMNRLTDD PRWLPAMSER VTRMVQRDRN
451 HPSVIIWSLG NESGHGANHD ALYRWIKSVD PSRPVQYEGG GADTTATDII
501 CPMYARVDED QPFPAVPKWS IKKWLSLPGE TRPLILCEYA HAMGNSLGGF
551 AKYWQAFRQY PRLQGGFVWD WVDQSLIKYD ENGNPWSAYG GDFGDTPNDR
601 QFCMNGLVFA DRTPHPALTE AKHQQQFFQF RLSGQTIEVT SEYLFRHSDN
651 ELLHWMVALD GKPLASGEVP LDVAPQGKQL IELPELPQPE SAGQLWLTVR
701 VVQPNATAWS EAGHISAWQQ WRLAENLSVT LPAASHAIPH LTTSEMDFCI
751 ELGNKRWQFN RQSGFLSQMW IGDKKQLLTP LRDQFTRAPL DNDIGVSEAT
801 RIDPNAWVER WKAAGHYQAE AALLQCTADT LADAVLITTA HAWQHQGKTL
851 FISRKTYRID GSGQMAITVD VEVASDTPHP ARIGLNCQLA QVAERVNWLG
901 LGPQENYPDR LTAACFDRWD LPLSDMYTPY VFPSENGLRC GTRELNYGPH
951 QWRGDFQFNI SRYSQQQLME TSHRHLLHAE EGTWLNIDGF HMGIGGDDSW
1001 SPSVSAEFQL SAGRYHYQLV WCQK
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P00698: Lysozyme C - Gallus gallus (Huhn)
1 MRSLLILVLC FLPLAALGKV FGRCELAAAM KRHGLDNYRG YSLGNWVCAA
51 KFESNFNTQA TNRNTDGSTD YGILQINSRW WCNDGRTPGS RNLCNIPCSA
101 LLSSDITASV NCAKKIVSDG NGMNAWVAWR NRCKGTDVQA WIRGCRL
P62894: Cytochrome c - Bos taurus (Bovine)
1 MGDVEKGKKI FVQKCAQCHT VEKGGKHKTG PNLHGLFGRK TGQAPGFSYT
51 DANKNKGITW GEETLMEYLE NPKKYIPGTK MIFAGIKKKG EREDLIAYLK
101 KATNE
PER2 (Mouse) + V5-Tag & His-Tag
1 MNGYVDFSPS PTSPTKEPGA PQPTQAVLQE DVDMSSGSSG NENCSTGRDS
51 QGSDCDDNGK ELRMLVESSN THPSPDDAFR LMMTEAEHNP STSGCSSEQS
101 AKADAHKELI RTLKELKVHL PADKKAKGKA STLATLKYAL RSVKQVKANE
151 EYYQLLMSSE SQPCSVDVPS YSMEQVEGIT SEYIVKNADM FAVAVSLVSG
201 KILYISNQVA SIFHCKKDAF SDAKFVEFLA PHDVSVFHSY TTPYKLPPWS
251 VCSGLDSFTQ ECMEEKSFFC RVSVGKHHEN EIRYQPFRMT PYLVKVQEQQ
301 GAESQLCCLL LAERVHSGYE APRIPPEKRI FTTTHTPNCL FQAVDERAVP
351 LLGYLPQDLI ETPVLVQLHP SDRPLMLAIH KKILQAGGQP FDYSPIRFRT
401 RNGEYITLDT SWSSFINPWS RKISFIIGRH KVRVGPLNED VFAASPCPEE
451 KTPHPSVQEL TEQIHRLLMQ PVPHSGSSGY GSLGSNGSHE HLMSQTSSSD
501 SNGQEESHRR RSGIFKTSGK IQTKSHVSHE SGGQKEASVA EMQSSPPAQV
551 KAVTTIERDS SGASLPKASF PEELAYKNQP PCSYQQISCL DSVIRYLESC
601 SEAATLKRKC EFPANIPSRK ATVSPGLHSG EAARPSKVTS HTEVSAHLSS
651 LTLPGKAESV VSLTSQCSYS STIVHVGDKK PQPELETVED MASGPESLDG
701 AAGGLSQEKG PLQKLGLTKE VLAAHTQREE QGFLQRFREV SRLSALQAHC
751 QNYLQERSRA QASDRGLRNT SGLESSWKKT GKNRKLKSKR VKTRDSSEST
801 GSGGPVSHRP PLMGLNATAW SPSDTSQSSC PSAPFPTAVP AYPLPVFQAP
851 GIVSTPGTVV APPAATHTGF TMPVVPMGTQ PEFAVQPLPF AAPLAPVMAF
901 MLPSYPFPPA TPNLPQAFLP SQPHFPAHPT LASEITPASQ AEFPSRTSTL
951 RQPCACPVTP PAGTVALGRA SPPLFQSRGS SPLQLNLLQL EEAPEGSTGA
1001 AGTLGTTGTA ASGLDCTSGT SRDRQPKAPP TCNEPSDTQN SDAISTSSDL
1051 LNLLLGEDLC SATGSALSRS GASATSDSLG SSSLGFGTSQ SGAGSSDTSH
1101 TSKYFGSIDS SENNHKAKMI PDTEESEQFI KYVLQDPIWL LMANTDDSIM
1151 MTYQLPSRDL QAVLKEDQEK LKLLQRSQPR FTEGQRRELR EVHPWVHTGG
1201 LPTAIDVTGC VYCESEEKGN ICLPYEEDSP SPGLCDTSEA KEEEGEQLTG
1251 PRIEAQTKGG RADPAFLYKV VDLEGPRFEG KPIPNPLLGL DSTRTGHHHH
1301 HH
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PER1 (Mouse) + V5-Tag & His-Tag
1 MSGPLEGADG GGDPRPGEPF CPGGVPSPGA PQHRPCPGPS LADDTDANSN
51 GSSGNESNGP ESRGASQRSS HSSSSGNGKD SALLETTESS KSTNSQSPSP
101 PSSSIAYSLL SASSEQDNPS TSGCSSEQSA RARTQKELMT ALRELKLRLP
151 PERRGKGRSG TLATLQYALA CVKQVQANQE YYQQWSLEEG EPCAMDMSTY
201 TLEELEHITS EYTLRNQDTF SVAVSFLTGR IVYISEQAGV LLRCKRDVFR
251 GARFSELLAP QDVGVFYGST TPSRLPTWGT GTSAGSGLKD FTQEKSVFCR
301 IRGGPDRDPG PRYQPFRLTP YVTKIRVSDG APAQPCCLLI AERIHSGYEA
351 PRIPPDKRIF TTRHTPSCLF QDVDERAAPL LGYLPQDLLG APVLLFLHPE
401 DRPLMLAIHK KILQLAGQPF DHSPIRFCAR NGEYVTMDTS WAGFVHPWSR
451 KVAFVLGRHK VRTAPLNEDV FTPPAPSPAP SLDSDIQELS EQIHRLLLQP
501 VHSSSPTGLC GVGPLMSPGP LHSPGSSSDS NGGDAEGPGP PAPVTFQQIC
551 KDVHLVKHQG QQLFIESRAK PPPRPRLLAT GTFKAKVLPC QSPNPELEVA
601 PVPDQASLAL APEEPERKET SGCSYQQINC LDSILRYLES CNIPSTTKRK
651 CASSSSYTAS SASDDDKQRA GPVPVGAKKD PSSAMLSGEG ATPRKEPVVG
701 GTLSPLALAN KAESVVSVTS QCSFSSTIVH VGDKKPPESD IIMMEDLPGL
751 APGPAPSPAP SPTVAPDPTP DAYRPVGLTK AVLSLHTQKE EQAFLNRFRD
801 LGRLRGLDTS SVAPSAPGCH HGPIPPGRRH HCRSKAKRSR HHHHQTPRPE
851 TPCYVSHPSP VPSSGPWPPP PATTPFPAMV QPYPLPVFSP RGGPQPLPPA
901 PTSVSPATFP SPLVTPMVAL VLPNYLFPTP PSYPYGVSQA PVEGPPTPAS
951 HSPSPSLPPP PLSPPHRPDS PLFNSRCSSP LQLNLLQLEE SPRTEGGAAA
1001 GGPGSSAGPL PPSEETAEPE ARLVEVTESS NQDALSGSSD LLELLLQEDS
1051 RSGTGSAASG SLGSGLGSGS GSGSHEGGST SASITRSSQS SHTSKYFGSI
1101 DSSEAEAGAA RARTEPGDQV IKCVLQDPIW LLMANADQRV MMTYQVPSRD
1151 AASVLKQDRE RLRAMQKQQP RFSEDQRREL GAVHSWVRKG QLPRALDVTA
1201 CVDCGSSVQD PGHSDDPLFS ELDGLGLEPM EEGGGEGGGC GVGGGGGDGG
1251 EEAQTQIGAK GSSSQDSAME EEEQGGGSSS PALPAEENST SKGGRADPAF
1301 LYKVVDLEGP RFEGKPIPNP LLGLDSTRTG HHHHHH
Tabelle 3 – Proteinsequenzen der verwendeten Standardproteine
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6 Ergebnisse des ersten Versuchs mPER2 und PP2A
(15N-Labeling)
Peptid Mod Phospho z Verh. Leicht⁄Schwer
MLVESSNTHPSPDDAFR - - 3+ 1,47
MLVESSNTHPSPDDAFR 2 - 3+ 1,52
MLVESSNTHPSPDDAFR 2 S-74 3+ 1,41
MLVESSNTHPSPDDAFR - S-74 3+ 1,49
LMMTEAEHNPSTSGCSSEQSAK 2,2,1 - 3+ 1,46
LMMTEAEHNPSTSGCSSEQSAK 2,1 - 3+ 1,57
LMMTEAEHNPSTSGCSSEQSAK 1 - 3+ 1,47
LMMTEAEHNPSTSGCSSEQSAK 2,2,1 - 3+ 1,49
ILYISNQVASIFHCK 1 - 3+ 1,31
SFFCR 1 - 2+ 1,48
YQPFR - - 2+ 1,57
MTPYLVK - - 2+ 1,50
MTPYLVK 2 - 2+ 1,51
VQEQQGAESQLCCLLLAER 1,1 - 2+ 1,32
VQEQQGAESQLCCLLLAER 1,1 - 3+ 1,43
IFTTTHTPNCLFQAVDER 1 - 3+ 1,47
ILQAGGQPFDYSPIR - - 2+ 1,51
KISFIIGR - - 3+ 1,56
VGPLNEDVFAASPCPEEK 1 - 2+ 1,48
VGPLNEDVFAASPCPEEK 1 - 3+ 1,47
TPHPSVQELTEQIHR - - 3+ 1,53
TPHPSVQELTEQIHR - - 4+ 1,55
EASVAEMQSSPPAQVK 2 - 2+ 1,40
EASVAEMQSSPPAQVK 2 - 3+ 1,47
EASVAEMQSSPPAQVK 2 S-545 2+ 1,31
EASVAEMQSSPPAQVK - S-545 3+ 1,42
AVTTIERDSSGASLPK - S-564 3+ 1,50
AVTTIERDSSGASLPK - S-560 S-561
S-564
3+ 1,69
ASFPEELAYK - - 2+ 1,56
NQPPCSYQQISCLDSVIR 1,1 - 3+ 1,56
NQPPCSYQQISCLDSVIR 1,1 - 2+ 1,40
YLESCSEAATLKR 1 - 2+ 1,31
KCEFPANIPSR 1 - 3+ 1,54
KATVSPGLHSGEAARPSK - - 4+ 1,62
KATVSPGLHSGEAARPSK - S-624 4+ 1,68
KATVSPGLHSGEAARPSK - - 5+ 1,44
KATVSPGLHSGEAARPSK - - 5+ 1,36
ATVSPGLHSGEAARPSK - - 3+ 1,47
ATVSPGLHSGEAARPSK - S-624 4+ 1,45
VTSHTEVSAHLSSLTLPGK - - 4+ 1,39
KPQPELETVEDMASGPESLDGAAGGLSQEK 2 - 3+ 1,40
Fortsetzung auf nächster Seite
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6 Ergebnisse des ersten Versuchs mPER2 und PP2A (15N-Labeling)
Fortgesetzt von letzter Seite
Peptid Mod Phospho z Verh. Leicht⁄Schwer
EEQGFLQR - - 2+ 1,57
NTSGLESSWKK - S-776 3+ 1,61
NTSGLESSWKK - S-776 2+ 1,58
QPCACPVTPPAGTVALGR 1,1 - 2+ 1,32
ASPPLFQSR - S-971 2+ 1,53
ASPPLFQSR - S-971 2+ 1,35
SGASATSDSLGSSSLGFGTSQSGAGSSDTSHTSK - - 3+ 1,60
YFGSIDSSENNHK - - 3+ 1,44
YFGSIDSSENNHK - - 3+ 1,48
MIPDTEESEQFIK 2 - 2+ 1,55
MIPDTEESEQFIK - - 2+ 1,48
MIPDTEESEQFIK 2 - 2+ 1,46
DLQAVLKEDQEK - - 2+ 1,64
DLQAVLKEDQEK - - 3+ 1,56
DLQAVLKEDQEK - - 3+ 1,63
FEGKPIPNPLLGLDSTR - - 3+ 1,56
Mittelwert (Standardabweichung) 1,48 (±0,10)
Tabelle 4 – mPER2 15N-Quantifizierung des Trypsinverdaus (erster Versuch)
Peptid Mod Phospho z Verh. Leicht⁄Schwer
MNGYVDFSPSPTSPTKEPGAPQPT 4,3 S-13 3+ 1,22
MNGYVDFSPSPTSPTKEPGAPQPT 4,3 S-8 S-13 3+ 1,43
SPTKEPGAPQPT - - 2+ 1,69
SNTHPSPDDAFRL - - 3+ 1,42
DAHKELIRT - - 3+ 1,60
KANEEYYQLL - - 2+ 1,43
KVQEQQGAESQLCCL 1,1 - 2+ 1,49
SPCPEEKTPHPS 1 - 3+ 1,51
SPCPEEKTPHPS 1 - 2+ 1,53
SPCPEEKTPHPS 1 - 3+ 1,50
SVAEMQSSPPAQV 2 - 2+ 1,52
SVAEMQSSPPAQV 2 S-545 2+ 1,39
AYKNQPPCSYQQI 1 - 2+ 1,48
RYLESCSEAA 1 - 2+ 1,56
TVSPGLHSGEAARPS - S-624 3+ 1,51
TVSPGLHSGEAARPS - - 3+ 1,48
TVSPGLHSGEAARPS - S-624 2+ 1,51
EDMASGPESLDGAAGGLSQEKGPLQKL 2 S-693 S-697 3+ 1,47
SHRPPLMGLNAT 2 - 3+ 1,51
SQAEFPSRT - - 2+ 1,50
Fortsetzung auf nächster Seite
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Fortgesetzt von letzter Seite
Peptid Mod Phospho z Verh. Leicht⁄Schwer
RASPPLFQSRGSSPLQL - S-971 S-980
S-981
3+ 1,46
RASPPLFQSRGSSPLQL - S-971 S-980 3+ 1,52
YQLPSRDLQAV - - 2+ 1,58
Mittelwert (Standardabweichung) 1,49 (±0,09)
Tabelle 5 – mPER2 15N-Quantifizierung des Elastaseverdaus (erster Versuch)
Peptid Mod Phospho z Verh. Leicht⁄Schwer
VDFSPSPTSPTKEPGAPQPTQA - T-15 3+ 1,40
VDFSPSPTSPTKEPGAPQPTQA - S-13 T-15 3+ 1,48
FSPSPTSPTKEPGAPQPTQA - - 2+ 1,59
FSPSPTSPTKEPGAPQPTQA - T-15 2+ 1,36
LVESSNTHPSPDDAFR - - 3+ 1,39
LVESSNTHPSPDDAFR - S-74 3+ 1,35
LVESSNTHPSPDDAFR - - 3+ 1,45
LVESSNTHPSPDDA - - 2+ 1,39
VDVPSYSMEQVEG - - 2+ 1,36
LAPHDVSVFHS - - 3+ 1,42
FTQECMEEKSF 1 - 2+ 1,27
LVKVQEQQGAESQ - - 2+ 1,50
LVKVQEQQGAESQ - - 2+ 1,44
LVKVQEQQGAESQ - - 3+ 1,42
LVKVQEQQGAESQ - - 3+ 1,41
AVDERAVPL - - 2+ 1,39
VRVGPLNEDVFA - - 2+ 1,48
AASPCPEEKTPHPS 1 - 3+ 1,52
AASPCPEEKTPHPS 1 - 3+ 1,52
ASPCPEEKTPHPS 1 - 3+ 1,47
ASPCPEEKTPHPS 1 - 3+ 1,56
LMQPVPHSGSSGYGS 2 - 2+ 1,50
LMQPVPHSGSSGYGS - - 2+ 1,40
IERDSSGASLPKA - - 3+ 1,47
IERDSSGASLPKA - - 3+ 1,44
LAYKNQPPCSYQQ 1 - 2+ 1,51
VGDKKPQPELETVEDMASGPESLDGAAGG 2 S-693 S-697 3+ 1,44
VGDKKPQPELETVEDMASGPES 2 - 3+ 1,49
VEDMASGPESLDGAAGGLSQEKGPLQK 2 S-693 S-697 3+ 1,39
LDGAAGGLSQEKGPLQK - - 3+ 1,44
IVSTPGTVVAPPAATHTG - - 2+ 1,45
VVAPPAATHTG - - 2+ 1,56
Fortsetzung auf nächster Seite
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6 Ergebnisse des ersten Versuchs mPER2 und PP2A (15N-Labeling)
Fortgesetzt von letzter Seite
Peptid Mod Phospho z Verh. Leicht⁄Schwer
LASEITPASQAEFPSRT - - 2+ 1,32
ITPASQAEFPSRT - - 2+ 1,41
LRQPCACPVTPPAGT 1,1 T-959 3+ 2,06
LGRASPPLFQSRGSSPLQ - S-971 S-977
S-980 S-981
3+ 1,47
LGRASPPLFQ - S-971 2+ 1,49
LGRASPPL - S-971 2+ 1,59
LLQLEEAPEGSTGAAGT - - 2+ 1,52
LLQLEEAPEGSTGAAGT - S-997 2+ 1,46
LLGEDLCSATGSA 1 - 2+ 1,52
LSRSGASATSDSLGSSS - - 2+ 1,46
LGFGTSQSGAGSSDTSHTSKY - - 3+ 1,38
FGTSQSGAGSSDTSHTSKY - - 3+ 1,48
ICLPYEEDSPSPG 1 - 2+ 1,40
ICLPYEEDSPSPG 1 S-1231 2+ 1,51
LCDTSEAKEEEGEQ 1 - 2+ 1,46
IEAQTKGGRADPAF - - 3+ 1,48
IEAQTKGGRADPAF - - 3+ 1,55
Mittelwert (Standardabweichung) 1,47 (±0,12)
Tabelle 6 – mPER2 15N-Quantifizierung des Thermolysinverdaus (erster Versuch)
231
Anhang
7 Pepview-Ergebnisse Dionex Mix unbehandelt - behandelt mit
HCl












































1 - 50 MKWVTFISLLLLFSSAYSRGVFRRDTHKSEIAHRFKDLGEEHFKGLVLIA
H2O 35 - 44 FKDLGEEHFK 63.3
HCL 35 - 44 FKDLGEEHFK 62.8
HCL 35 - 44 FKDLGEEHFK 61.7
H2O 35 - 44 FKDLGEEHFK 52.3
H2O 35 - 44 FKDLGEEHFK 41.6
HCL 35 - 44 FKDLGEEHFK 39.1
H2O 37 - 44 DLGEEHFK 30.5
H2O 37 - 44 DLGEEHFK 22
51 - 100 FSQYLQQCPFDEHVKLVNELTEFAKTCVADESHAGCEKSLHTLFGDELCK
H2O 52 - 65 SQYLQQCPFDEHVK 65.5 C-58
H2O 52 - 65 SQYLQQCPFDEHVK 62.5 C-58
HCL 52 - 65 SQYLQQCPFDEHVK 53.7 C-58
HCL 52 - 65 SQYLQQCPFDEHVK 47.5 C-58
H2O 66 - 75 LVNELTEFAK 65.4
HCL 66 - 75 LVNELTEFAK 64.9
HCL 66 - 75 LVNELTEFAK 42.4
HCL 66 - 75 LVNELTEFAK 32.4
H2O 66 - 75 LVNELTEFAK 29.9
H2O 66 - 75 LVNELTEFAK 27.4
H2O 76 - 88 TCVADESHAGCEK 76.2 C-77 C-86
HCL 76 - 88 TCVADESHAGCEK 39.4 C-77 C-86
H2O 89 - 100 SLHTLFGDELCK 92.8 C-99
HCL 89 - 100 SLHTLFGDELCK 89.8 C-99
H2O 89 - 100 SLHTLFGDELCK 58.7 C-99
HCL 89 - 100 SLHTLFGDELCK 50.5 C-99
HCL 89 - 100 SLHTLFGDELCK 46 C-99
HCL 89 - 100 SLHTLFGDELCK 34.8 C-99
HCL 92 - 100 TLFGDELCK 25 C-99
101 - 155 VASLRETYGDMADCCEKQEPERNECFLSHKDDSPDLPKLKPDPNTLCDEFKADEK
H2O 106 - 122 ETYGDMADCCEKQEPER 133.9 C-114 C-115
HCL 106 - 122 ETYGDMADCCEKQEPER 100.5 C-114 C-115
H2O 106 - 122 ETYGDMADCCEKQEPER 44.2 M-111 C-114 C-115
HCL 106 - 117 ETYGDMADCCEK 79.5 C-114 C-115
H2O 106 - 117 ETYGDMADCCEK 79.2 C-114 C-115
H2O 106 - 117 ETYGDMADCCEK 57.7 C-115
H2O 106 - 117 ETYGDMADCCEK 38.2 M-111 C-114 C-115
HCL 106 - 117 ETYGDMADCCEK 36 M-111 C-114 C-115
HCL 106 - 117 ETYGDMADCCEK 24.7 C-115
H2O 118 - 138 QEPERNECFLSHKDDSPDLPK 43.3 C-125
H2O 118 - 138 QEPERNECFLSHKDDSPDLPK 39.6 C-125
H2O 118 - 130 QEPERNECFLSHK 45.1 C-125
H2O 118 - 130 QEPERNECFLSHK 37 Q-118 C-125
H2O 118 - 130 QEPERNECFLSHK 26 C-125
H2O 123 - 138 NECFLSHKDDSPDLPK 83.5 C-125
H2O 123 - 138 NECFLSHKDDSPDLPK 62.9 C-125
HCL 123 - 138 NECFLSHKDDSPDLPK 41.3 C-125
HCL 123 - 138 NECFLSHKDDSPDLPK 40.4 C-125
H2O 123 - 138 NECFLSHKDDSPDLPK 38.6 C-125
H2O 123 - 130 NECFLSHK 30.7 C-125
H2O 131 - 138 DDSPDLPK 30.4
H2O 139 - 155 LKPDPNTLCDEFKADEK 63.4 C-147
HCL 139 - 155 LKPDPNTLCDEFKADEK 57.6 C-147
HCL 139 - 155 LKPDPNTLCDEFKADEK 55.2 C-147
H2O 139 - 155 LKPDPNTLCDEFKADEK 55.1 C-147
HCL 139 - 155 LKPDPNTLCDEFKADEK 38.7 C-147
Fortsetzung auf nächster Seite
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HCL 139 - 155 LKPDPNTLCDEFKADEK 29.9 C-147
H2O 139 - 151 LKPDPNTLCDEFK 97.7 C-147
H2O 139 - 151 LKPDPNTLCDEFK 82.1 C-147
HCL 139 - 151 LKPDPNTLCDEFK 72.7 C-147
HCL 139 - 151 LKPDPNTLCDEFK 22.6 C-147
H2O 145 - 155 TLCDEFKADEK 49.3 C-147
HCL 145 - 155 TLCDEFKADEK 28.4 C-147
HCL 145 - 151 TLCDEFK 22.5 C-147
156 - 218 KFWGKYLYEIARRHPYFYAPELLYYANKYNGVFQECCQAEDKGACLLPKIETMREKVLASSAR
HCL 161 - 167 YLYEIAR 39.3
H2O 161 - 167 YLYEIAR 38.8
HCL 172 - 183 FYAPELLYYANK 69
H2O 172 - 183 FYAPELLYYANK 57.5
H2O 172 - 183 FYAPELLYYANK 39.8
HCL 174 - 183 APELLYYANK 35.5
HCL 184 - 197 YNGVFQECCQAEDK 73.6 C-191 C-192
HCL 184 - 197 YNGVFQECCQAEDK 68.4 C-191 C-192
H2O 184 - 197 YNGVFQECCQAEDK 66.8 C-191 C-192
H2O 184 - 197 YNGVFQECCQAEDK 60.8 C-191 C-192
HCL 187 - 197 VFQECCQAEDK 26.6 C-191 C-192
HCL 198 - 204 GACLLPK 44.6 C-200
H2O 198 - 204 GACLLPK 44.5 C-200
219 - 256 QRLRCASIQKFGERALKAWSVARLSQKFPKAEFVEVTK
H2O 249 - 256 AEFVEVTK 39.1
HCL 249 - 256 AEFVEVTK 36.2
257 - 309 LVTDLTKVHKECCHGDLLECADDRADLAKYICDNQDTISSKLKECCDKPLLEK
H2O 257 - 263 LVTDLTK 41.6
HCL 257 - 263 LVTDLTK 31
H2O 264 - 285 VHKECCHGDLLECADDRADLAK 32.6 C-268 C-269 C-276
HCL 264 - 285 VHKECCHGDLLECADDRADLAK 27.8 C-268 C-269 C-276
HCL 264 - 280 VHKECCHGDLLECADDR 103.7 C-268 C-269 C-276
H2O 264 - 280 VHKECCHGDLLECADDR 99 C-268 C-269 C-276
H2O 264 - 280 VHKECCHGDLLECADDR 72.7 C-268 C-269 C-276
H2O 264 - 280 VHKECCHGDLLECADDR 48.5 C-268 C-269 C-276
HCL 264 - 280 VHKECCHGDLLECADDR 38.7 C-268 C-269 C-276
H2O 267 - 280 ECCHGDLLECADDR 56.9 C-268 C-269 C-276
HCL 271 - 280 GDLLECADDR 24 C-276
H2O 286 - 297 YICDNQDTISSK 74.1 C-288
HCL 286 - 297 YICDNQDTISSK 74 C-288
HCL 286 - 297 YICDNQDTISSK 29.8 C-288
HCL 286 - 297 YICDNQDTISSK 20.4 C-288
H2O 298 - 309 LKECCDKPLLEK 84.3 C-301 C-302
HCL 298 - 309 LKECCDKPLLEK 66.7 C-301 C-302
HCL 298 - 309 LKECCDKPLLEK 57.3 C-301 C-302
H2O 298 - 309 LKECCDKPLLEK 57.2 C-301 C-302
H2O 298 - 309 LKECCDKPLLEK 57.2 C-301 C-302
HCL 298 - 309 LKECCDKPLLEK 56.6 C-301 C-302
302 - 359 CDKPLLEKSHCIAEVEKDAIPENLPPLTADFAEDKDVCKNYQEAKDAFLGSFLYEYSR
HCL 329 - 340 TADFAEDKDVCK 81.6 C-339
HCL 329 - 340 TADFAEDKDVCK 79.5 C-339
H2O 350 - 359 LGSFLYEYSR 59.2
HCL 350 - 359 LGSFLYEYSR 26.3
352 - 400 SFLYEYSRRHPEYAVSVLLRLAKEYEATLEECCAKDDPHACYSTVFDKL
HCL 352 - 359 SFLYEYSR 27.7
HCL 360 - 371 RHPEYAVSVLLR 57.6
H2O 360 - 371 RHPEYAVSVLLR 52.5
HCL 360 - 371 RHPEYAVSVLLR 23.8
HCL 361 - 371 HPEYAVSVLLR 44.1
H2O 361 - 371 HPEYAVSVLLR 37.8
HCL 361 - 371 HPEYAVSVLLR 25.5
H2O 375 - 386 EYEATLEECCAK 68.2 C-383 C-384
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HCL 375 - 386 EYEATLEECCAK 57 C-383 C-384
HCL 375 - 386 EYEATLEECCAK 41.5 C-383 C-384
H2O 375 - 386 EYEATLEECCAK 35 C-383 C-384
HCL 375 - 386 EYEATLEECCAK 22.6 C-383 C-384
H2O 387 - 399 DDPHACYSTVFDK 89.8 C-392
H2O 387 - 399 DDPHACYSTVFDK 84 C-392
HCL 387 - 399 DDPHACYSTVFDK 70.6 C-392
HCL 387 - 399 DDPHACYSTVFDK 65 C-392
401 - 451 KHLVDEPQNLIKQNCDQFEKLGEYGFQNALIVRYTRKVPQVSTPTLVEVSR
H2O 402 - 412 HLVDEPQNLIK 71.7
HCL 402 - 412 HLVDEPQNLIK 62.6
H2O 402 - 412 HLVDEPQNLIK 58.5
HCL 402 - 412 HLVDEPQNLIK 46.4
H2O 413 - 420 QNCDQFEK 32.6 Q-413 C-415
HCL 413 - 420 QNCDQFEK 32 Q-413 C-415
HCL 421 - 433 LGEYGFQNALIVR 114.6
H2O 421 - 433 LGEYGFQNALIVR 100.1
HCL 421 - 433 LGEYGFQNALIVR 26.8
H2O 421 - 433 LGEYGFQNALIVR 20.8
HCL 423 - 433 EYGFQNALIVR 39.5
H2O 437 - 451 KVPQVSTPTLVEVSR 100.9
HCL 437 - 451 KVPQVSTPTLVEVSR 90.9
H2O 437 - 451 KVPQVSTPTLVEVSR 66.1
HCL 437 - 451 KVPQVSTPTLVEVSR 51.1
HCL 437 - 451 KVPQVSTPTLVEVSR 38.3
HCL 437 - 451 KVPQVSTPTLVEVSR 33.6
H2O 438 - 451 VPQVSTPTLVEVSR 37.1
H2O 438 - 451 VPQVSTPTLVEVSR 32.8
HCL 443 - 451 TPTLVEVSR 54.2
H2O 444 - 451 PTLVEVSR 28.3
452 - 507 SLGKVGTRCCTKPESERMPCTEDYLSLILNRLCVLHEKTPVSEKVTKCCTESLVNR
HCL 477 - 482 SLILNR 20
HCL 483 - 489 LCVLHEK 46.3 C-484
H2O 483 - 489 LCVLHEK 30.5 C-484
HCL 483 - 489 LCVLHEK 30.4 C-484
H2O 483 - 489 LCVLHEK 28.7 C-484
H2O 499 - 507 CCTESLVNR 64.2 C-499 C-500
HCL 499 - 507 CCTESLVNR 60.5 C-499 C-500
HCL 499 - 507 CCTESLVNR 27 C-499 C-500
507 - 557 RRPCFSALTPDETYVPKAFDEKLFTFHADICTLPDTEKQIKKQTALVELLK
H2O 508 - 523 RPCFSALTPDETYVPK 52.1 C-510
HCL 508 - 523 RPCFSALTPDETYVPK 48 C-510
HCL 508 - 523 RPCFSALTPDETYVPK 40.2 C-510
H2O 508 - 523 RPCFSALTPDETYVPK 32.7 C-510
HCL 508 - 523 RPCFSALTPDETYVPK 21.9 C-510
HCL 508 - 518 RPCFSALTPDE 26.7 C-510
HCL 508 - 514 RPCFSAL 42.6 C-510
H2O 510 - 523 CFSALTPDETYVPK 24.5 C-510
HCL 512 - 523 SALTPDETYVPK 26
H2O 533 - 544 HADICTLPDTEK 51.3 C-537
H2O 533 - 544 HADICTLPDTEK 34 C-537
H2O 534 - 544 ADICTLPDTEK 50.8 C-537
HCL 545 - 557 QIKKQTALVELLK 25.6 Q-545
H2O 548 - 557 KQTALVELLK 60.1
HCL 548 - 557 KQTALVELLK 55.8
H2O 548 - 557 KQTALVELLK 45
HCL 548 - 557 KQTALVELLK 30.5
HCL 548 - 557 KQTALVELLK 28.3
H2O 549 - 557 QTALVELLK 64.8
HCL 549 - 557 QTALVELLK 63.1
H2O 549 - 557 QTALVELLK 54.6 Q-549
HCL 549 - 557 QTALVELLK 47.2 Q-549
HCL 549 - 557 QTALVELLK 35.3 Q-549
HCL 549 - 557 QTALVELLK 31.7
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HCL 550 - 557 TALVELLK 30.1
552 - 607 LVELLKHKPKATEEQLKTVMENFVAFVDKCCAADDKEACFAVEGPKLVVSTQTALA
H2O 581 - 597 CCAADDKEACFAVEGPK 123.5 C-581 C-582 C-590
HCL 581 - 597 CCAADDKEACFAVEGPK 119.8 C-581 C-582 C-590
H2O 581 - 597 CCAADDKEACFAVEGPK 73.3 C-581 C-582 C-590
H2O 588 - 597 EACFAVEGPK 62.4 C-590
HCL 588 - 597 EACFAVEGPK 51.9 C-590












































1 - 60 MRPAVRALLACAVLGLCLADPERTVRWCTISTHEANKCASFRENVLRILESGPFVSCVKK
H2O 27 - 37 WCTISTHEANK 54.4 C-28
H2O 27 - 37 WCTISTHEANK 40 C-28
HCL 48 - 60 ILESGPFVSCVKK 65 C-57
H2O 48 - 60 ILESGPFVSCVKK 62 C-57
H2O 48 - 60 ILESGPFVSCVKK 22.6 C-57
HCL 48 - 59 ILESGPFVSCVK 98.5 C-57
H2O 48 - 59 ILESGPFVSCVK 91.6 C-57
HCL 48 - 59 ILESGPFVSCVK 30.4 C-57
HCL 48 - 59 ILESGPFVSCVK 29.8 C-57
H2O 48 - 59 ILESGPFVSCVK 29.5 C-57
51 - 106 SGPFVSCVKKTSHMDCIKAISNNEADAVTLDGGLVYEAGLKPNNLKPVVAEFHGTK
HCL 51 - 60 SGPFVSCVKK 37.4 C-57
HCL 51 - 59 SGPFVSCVK 43.8 C-57
H2O 94 - 106 NLKPVVAEFHGTK 25.5
101 - 150 EFHGTKDNPQTHYYAVAVVKKDTDFKLNELRGKKSCHTGLGRSAGWNIPM
HCL 107 - 120 DNPQTHYYAVAVVK 115.3
H2O 107 - 120 DNPQTHYYAVAVVK 108.6
H2O 107 - 120 DNPQTHYYAVAVVK 62.1
HCL 107 - 120 DNPQTHYYAVAVVK 59.9
HCL 107 - 120 DNPQTHYYAVAVVK 56.2
HCL 107 - 120 DNPQTHYYAVAVVK 50.4
HCL 107 - 120 DNPQTHYYAVAVVK 37.3
H2O 109 - 120 PQTHYYAVAVVK 89.5
H2O 109 - 120 PQTHYYAVAVVK 32.1
HCL 111 - 120 THYYAVAVVK 42.6
HCL 114 - 120 YAVAVVK 43.1
H2O 114 - 120 YAVAVVK 31.8
151 - 216 AKLYKELPDPQESIQRAAANFFSASCVPCADQSSFPKLCQLCAGKGTDKCACSNHEPYFGYSGAFK
HCL 156 - 166 ELPDPQESIQR 74.5
H2O 156 - 166 ELPDPQESIQR 67
H2O 156 - 166 ELPDPQESIQR 52.4
HCL 156 - 166 ELPDPQESIQR 49.6
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HCL 156 - 166 ELPDPQESIQR 43.3
HCL 156 - 166 ELPDPQESIQR 21.1
H2O 158 - 166 PDPQESIQR 39
HCL 158 - 166 PDPQESIQR 34.4
HCL 173 - 187 SASCVPCADQSSFPK 52.3 C-176 C-179
HCL 175 - 187 SCVPCADQSSFPK 50.7 C-176 C-179
HCL 188 - 195 LCQLCAGK 34.5 C-189 C-192
H2O 188 - 195 LCQLCAGK 34.4 C-189 C-192
H2O 196 - 216 GTDKCACSNHEPYFGYSGAFK 48.4 C-200 C-202
HCL 196 - 216 GTDKCACSNHEPYFGYSGAFK 41.2 C-200 C-202
H2O 200 - 216 CACSNHEPYFGYSGAFK 92.5 C-200 C-202
H2O 200 - 216 CACSNHEPYFGYSGAFK 56.1 C-200 C-202
HCL 200 - 216 CACSNHEPYFGYSGAFK 55.3 C-200 C-202
HCL 200 - 216 CACSNHEPYFGYSGAFK 25.9 C-200 C-202
203 - 256 SNHEPYFGYSGAFKCLMEGAGDVAFVKHSTVFDNLPNPEDRKNYELLCGDNTRK
HCL 203 - 216 SNHEPYFGYSGAFK 34.6
HCL 203 - 216 SNHEPYFGYSGAFK 31.5
HCL 217 - 229 CLMEGAGDVAFVK 99.1 C-217
H2O 217 - 229 CLMEGAGDVAFVK 90.3 M-219 C-217
H2O 217 - 229 CLMEGAGDVAFVK 69.3 C-217
H2O 230 - 244 HSTVFDNLPNPEDRK 89.4
HCL 230 - 244 HSTVFDNLPNPEDRK 75.8
H2O 230 - 244 HSTVFDNLPNPEDRK 73.3
HCL 230 - 244 HSTVFDNLPNPEDRK 47.8
HCL 230 - 244 HSTVFDNLPNPEDRK 36.7
H2O 230 - 243 HSTVFDNLPNPEDR 105
HCL 230 - 243 HSTVFDNLPNPEDR 91.5
H2O 230 - 243 HSTVFDNLPNPEDR 52.4
HCL 230 - 243 HSTVFDNLPNPEDR 40.4
HCL 230 - 243 HSTVFDNLPNPEDR 23
H2O 244 - 256 KNYELLCGDNTRK 73.1 C-250
HCL 244 - 256 KNYELLCGDNTRK 55.2 C-250
HCL 244 - 256 KNYELLCGDNTRK 27 C-250
H2O 244 - 256 KNYELLCGDNTRK 23 C-250
HCL 244 - 255 KNYELLCGDNTR 43 C-250
H2O 245 - 256 NYELLCGDNTRK 45.3 C-250
HCL 245 - 256 NYELLCGDNTRK 25.8 C-250
H2O 245 - 256 NYELLCGDNTRK 21.1 C-250
H2O 245 - 255 NYELLCGDNTR 54.2 C-250
HCL 245 - 255 NYELLCGDNTR 54 C-250
HCL 245 - 255 NYELLCGDNTR 42.2 C-250
HCL 245 - 255 NYELLCGDNTR 39.2 C-250
H2O 245 - 255 NYELLCGDNTR 22.2 C-250
257 - 314 SVDDYQECYLAMVPSHAVVARTVGGKEDVIWELLNHAQEHFGKDKPDNFQLFQSPHGK
HCL 267 - 277 AMVPSHAVVAR 28.3
H2O 300 - 314 DKPDNFQLFQSPHGK 115.7
H2O 300 - 314 DKPDNFQLFQSPHGK 83.1
HCL 300 - 314 DKPDNFQLFQSPHGK 64.2
HCL 300 - 314 DKPDNFQLFQSPHGK 62.3
H2O 300 - 314 DKPDNFQLFQSPHGK 46.2
H2O 300 - 314 DKPDNFQLFQSPHGK 32.8
HCL 300 - 314 DKPDNFQLFQSPHGK 28
HCL 300 - 312 DKPDNFQLFQSPH 43.3
H2O 300 - 312 DKPDNFQLFQSPH 39.6
H2O 300 - 312 DKPDNFQLFQSPH 33.6
HCL 300 - 309 DKPDNFQLFQ 39.1
HCL 300 - 308 DKPDNFQLF 26.5
305 - 350 FQLFQSPHGKDLLFKDSADGFLKIPSKMDFELYLGYEYVTALQNLR
H2O 320 - 327 DSADGFLK 50.7
HCL 320 - 327 DSADGFLK 49.7
351 - 412 ESKPPDSSKDECMVKWCAIGHQERTKCDRWSGFSGGAIECETAENTEECIAKIMKGEADAMS
HCL 351 - 365 ESKPPDSSKDECMVK 110.2 C-362
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H2O 351 - 365 ESKPPDSSKDECMVK 106.5 C-362
H2O 351 - 365 ESKPPDSSKDECMVK 83.3 C-362
HCL 351 - 365 ESKPPDSSKDECMVK 82.1 C-362
H2O 351 - 365 ESKPPDSSKDECMVK 81.9 C-362
HCL 351 - 365 ESKPPDSSKDECMVK 48.1 C-362
H2O 366 - 374 WCAIGHQER 45.2 C-367
H2O 366 - 374 WCAIGHQER 38.7 C-367
HCL 384 - 402 SGGAIECETAENTEECIAK 22.6 C-390 C-399
412 - 456 SLDGGYLYIAGKCGLVPVLAENYKTEGESCKNTPEKGYLAVAVVK
HCL 412 - 423 SLDGGYLYIAGK 72.8
HCL 416 - 423 GYLYIAGK 30.3
HCL 417 - 423 YLYIAGK 27.1
H2O 424 - 435 CGLVPVLAENYK 56.2 C-424
HCL 424 - 435 CGLVPVLAENYK 56.2 C-424
HCL 424 - 435 CGLVPVLAENYK 42.1 C-424
H2O 424 - 435 CGLVPVLAENYK 29.7 C-424
HCL 426 - 435 LVPVLAENYK 61.7
HCL 448 - 456 GYLAVAVVK 42.5
H2O 448 - 456 GYLAVAVVK 40.5
457 - 513 TSDANINWNNLKDKKSCHTAVDRTAGWNIPMGLLYSKINNCKFDEFFSAGCAPGSPR
H2O 457 - 470 TSDANINWNNLKDK 44.8
H2O 457 - 468 TSDANINWNNLK 76.9
H2O 457 - 468 TSDANINWNNLK 21.6
H2O 480 - 493 TAGWNIPMGLLYSK 31.9
H2O 499 - 513 FDEFFSAGCAPGSPR 79.8 C-507
HCL 499 - 513 FDEFFSAGCAPGSPR 78.4 C-507
H2O 499 - 513 FDEFFSAGCAPGSPR 42.2 C-507
HCL 499 - 513 FDEFFSAGCAPGSPR 28.1 C-507
514 - 560 NSSLCALCIGSEKGTGKECVPNSNERYYGYTGAFRCLVEKGDVAFVK
HCL 514 - 526 NSSLCALCIGSEK 36.6 C-518 C-521
HCL 516 - 526 SLCALCIGSEK 41.2 C-518 C-521
HCL 540 - 548 YYGYTGAFR 57.5
H2O 540 - 548 YYGYTGAFR 56.2
553 - 607 KGDVAFVKDQTVIQNTDGNNNEAWAKNLKKENFEVLCKDGTRKPVTDAENCHLAR
HCL 553 - 560 KGDVAFVK 31
HCL 554 - 562 GDVAFVKDQ 21.5
H2O 554 - 560 GDVAFVK 42.4
HCL 554 - 560 GDVAFVK 33.8
H2O 561 - 578 DQTVIQNTDGNNNEAWAK 140.5
H2O 561 - 578 DQTVIQNTDGNNNEAWAK 116.3
H2O 561 - 578 DQTVIQNTDGNNNEAWAK 44.4
H2O 561 - 578 DQTVIQNTDGNNNEAWAK 37.5
HCL 582 - 590 KENFEVLCK 56.3 C-589
H2O 582 - 590 KENFEVLCK 55.9 C-589
H2O 583 - 594 ENFEVLCKDGTR 24.3 C-589
H2O 583 - 590 ENFEVLCK 36.1 C-589
HCL 583 - 590 ENFEVLCK 34.6 C-589
HCL 585 - 590 FEVLCK 31.3 C-589
H2O 595 - 607 KPVTDAENCHLAR 82.7 C-603
H2O 595 - 607 KPVTDAENCHLAR 78.8 C-603
H2O 595 - 607 KPVTDAENCHLAR 74 C-603
HCL 595 - 607 KPVTDAENCHLAR 67.9 C-603
HCL 595 - 607 KPVTDAENCHLAR 64.9 C-603
HCL 595 - 607 KPVTDAENCHLAR 52.7 C-603
HCL 595 - 607 KPVTDAENCHLAR 39.7 C-603
H2O 599 - 607 DAENCHLAR 36.3 C-603
HCL 599 - 607 DAENCHLAR 32.9 C-603
H2O 600 - 607 AENCHLAR 41.1 C-603
601 - 653 ENCHLARGPNHAVVSRKDKATCVEKILNKQQDDFGKSVTDCTSNFCLFQSNSK
HCL 602 - 607 NCHLAR 26.5 C-603
H2O 602 - 607 NCHLAR 20 C-603
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H2O 637 - 653 SVTDCTSNFCLFQSNSK 38.2 C-641 C-646
H2O 637 - 653 SVTDCTSNFCLFQSNSK 38.1 C-641 C-646
652 - 704 SKDLLFRDDTKCLASIAKKTYDSYLGDDYVRAMTNLRQCSTSKLLEACTFHKP
HCL 652 - 658 SKDLLFR 47.2
H2O 652 - 658 SKDLLFR 44.9
H2O 654 - 662 DLLFRDDTK 26
H2O 654 - 658 DLLFR 29.3
HCL 654 - 658 DLLFR 23.2
HCL 663 - 669 CLASIAK 44.7 C-663
H2O 663 - 669 CLASIAK 41.7 C-663
H2O 670 - 682 KTYDSYLGDDYVR 99.3
HCL 670 - 682 KTYDSYLGDDYVR 99.2
HCL 670 - 682 KTYDSYLGDDYVR 61
H2O 670 - 682 KTYDSYLGDDYVR 49.8
HCL 670 - 682 KTYDSYLGDDYVR 24.5
H2O 671 - 682 TYDSYLGDDYVR 63.2
HCL 671 - 682 TYDSYLGDDYVR 60.8
HCL 671 - 682 TYDSYLGDDYVR 52.8
HCL 671 - 682 TYDSYLGDDYVR 33.4
H2O 671 - 682 TYDSYLGDDYVR 24.7
HCL 674 - 682 SYLGDDYVR 50.3
H2O 695 - 704 LLEACTFHKP 53.7 C-699
HCL 695 - 704 LLEACTFHKP 42.8 C-699
H2O 695 - 704 LLEACTFHKP 39.3 C-699
HCL 695 - 704 LLEACTFHKP 35.8 C-699
HCL 697 - 704 EACTFHKP 20.9 C-699












































1 - 50 MSIPETQKGVIFYESHGKLEHKDIPVPKPKANELLINVKYSGVCHTDLHA
H2O 9 - 18 GVIFYESHGK 53.8
HCL 9 - 18 GVIFYESHGK 41.8
HCL 9 - 18 GVIFYESHGK 38.3
H2O 9 - 18 GVIFYESHGK 36.6
HCL 9 - 16 GVIFYESH 33.1
H2O 11 - 18 IFYESHGK 39.3
HCL 11 - 18 IFYESHGK 38.5
HCL 12 - 18 FYESHGK 31.9
H2O 12 - 18 FYESHGK 30.6
HCL 23 - 30 DIPVPKPK 38.2
HCL 23 - 28 DIPVPK 20.4
H2O 23 - 28 DIPVPK 20.2
H2O 25 - 30 PVPKPK 22.9
HCL 25 - 30 PVPKPK 21.5
HCL 31 - 39 ANELLINVK 57.5
H2O 31 - 39 ANELLINVK 47
51 - 100 WHGDWPLPVKLPLVGGHEGAGVVVGMGENVKGWKIGDYAGIKWLNGSCMA
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HCL 61 - 70 LPLVGGHEGA 22.7
H2O 64 - 81 VGGHEGAGVVVGMGENVK 26
HCL 70 - 81 AGVVVGMGENVK 27.3
H2O 75 - 87 GMGENVKGWKIGD 25.9
HCL 85 - 92 IGDYAGIK 55.1
H2O 85 - 92 IGDYAGIK 51.9
101 - 162 CEYCELGNESNCPHADLSGYTHDGSFQQYATADAVQAAHIPQGTDLAQVAPILCAGITVYKA
155 - 212 AGITVYKALKSANLMAGHWVAISGAAGGLGSLAVQYAKAMGYRVLGIDGGEGKEELFR
HCL 185 - 192 SLAVQYAK 26.6
HCL 198 - 212 VLGIDGGEGKEELFR 123.9
H2O 198 - 212 VLGIDGGEGKEELFR 123.5
H2O 198 - 212 VLGIDGGEGKEELFR 114
HCL 198 - 212 VLGIDGGEGKEELFR 107.1
H2O 198 - 207 VLGIDGGEGK 73.1
HCL 198 - 207 VLGIDGGEGK 65.8
HCL 200 - 212 GIDGGEGKEELFR 23.8
H2O 200 - 212 GIDGGEGKEELFR 23.1
206 - 250 GKEELFRSIGGEVFIDFTKEKDIVGAVLKATDGGAHGVINVSVSE
HCL 225 - 234 EKDIVGAVLK 72.7
H2O 225 - 234 EKDIVGAVLK 60.1
H2O 225 - 234 EKDIVGAVLK 34.3
HCL 225 - 234 EKDIVGAVLK 23
HCL 227 - 234 DIVGAVLK 37.3
H2O 227 - 234 DIVGAVLK 27.3
251 - 309 AAIEASTRYVRANGTTVLVGMPAGAKCCSDVFNQVVKSISIVGSYVGNRADTREALDFF
H2O 262 - 276 ANGTTVLVGMPAGAK 93.1
HCL 262 - 276 ANGTTVLVGMPAGAK 71.9
H2O 262 - 276 ANGTTVLVGMPAGAK 63.8
HCL 262 - 276 ANGTTVLVGMPAGAK 63.4
HCL 262 - 276 ANGTTVLVGMPAGAK 31.5
H2O 262 - 276 ANGTTVLVGMPAGAK 26
H2O 262 - 276 ANGTTVLVGMPAGAK 24.7 M-271
HCL 262 - 276 ANGTTVLVGMPAGAK 22.5
H2O 262 - 276 ANGTTVLVGMPAGAK 22.4
H2O 264 - 276 GTTVLVGMPAGAK 36.1
HCL 265 - 276 TTVLVGMPAGAK 39.8
HCL 266 - 276 TVLVGMPAGAK 32.7
H2O 277 - 287 CCSDVFNQVVK 71.3 C-277 C-278
HCL 277 - 287 CCSDVFNQVVK 67.9 C-277 C-278
H2O 277 - 287 CCSDVFNQVVK 25.9 C-277 C-278
HCL 279 - 287 SDVFNQVVK 45.4
HCL 288 - 299 SISIVGSYVGNR 65
H2O 288 - 299 SISIVGSYVGNR 63.5
H2O 288 - 299 SISIVGSYVGNR 32.2
HCL 288 - 299 SISIVGSYVGNR 29.2
HCL 288 - 299 SISIVGSYVGNR 27.3
304 - 348 EALDFFARGLVKSPIKVVGLSTLPEIYEKMEKGQIVGRYVVDTSK
H2O 304 - 311 EALDFFAR 49.9
HCL 304 - 311 EALDFFAR 43.7
HCL 320 - 332 VVGLSTLPEIYEK 72.2
H2O 320 - 332 VVGLSTLPEIYEK 68.4
HCL 320 - 332 VVGLSTLPEIYEK 21.9
HCL 324 - 332 STLPEIYEK 43.2
H2O 324 - 332 STLPEIYEK 37.9
HCL 325 - 332 TLPEIYEK 24
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1 - 50 MTMITDSLAVVLQRRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQ
H2O 15 - 27 RDWENPGVTQLNR 43.8
H2O 16 - 27 DWENPGVTQLNR 61.5
H2O 16 - 27 DWENPGVTQLNR 27.2
H2O 28 - 38 LAAHPPFASWR 60.2
51 - 100 QLRSLNGEWRFAWFPAPEAVPESWLECDLPEADTVVVPSNWQMHGYDAPI
101 - 150 YTNVTYPITVNPPFVPTENPTGCYSLTFNVDESWLQEGQTRIIFDGVNSA
151 - 200 FHLWCNGRWVGYGQDSRLPSEFDLSAFLRAGENRLAVMVLRWSDGSYLED
H2O 159 - 167 WVGYGQDSR 36.9
HCL 185 - 191 LAVMVLR 51
H2O 185 - 191 LAVMVLR 21.4
201 - 250 QDMWRMSGIFRDVSLLHKPTTQISDFHVATRFNDDFSRAVLEAEVQMCGE
HCL 206 - 211 MSGIFR 40.1
H2O 206 - 211 MSGIFR 37.8
H2O 212 - 231 DVSLLHKPTTQISDFHVATR 43
H2O 212 - 231 DVSLLHKPTTQISDFHVATR 21.6
HCL 232 - 238 FNDDFSR 60.7
H2O 232 - 238 FNDDFSR 41.8
251 - 300 LRDYLRVTVSLWQGETQVASGTAPFGGEIIDERGGYADRVTLRLNVENPK
301 - 353 LWSAEIPNLYRAVVELHTADGTLIEAEACDVGFREVRIENGLLLLNGKPLLIR
354 - 400 GVNRHEHHPLHGQVMDEQTMVQDILLMKQNNFNAVRCSHYPNHPLWY
401 - 450 TLCDRYGLYVVDEANIETHGMVPMNRLTDDPRWLPAMSERVTRMVQRDRN
H2O 433 - 440 WLPAMSER 23.1
451 - 504 HPSVIIWSLGNESGHGANHDALYRWIKSVDPSRPVQYEGGGADTTATDIICPMY
505 - 552 ARVDEDQPFPAVPKWSIKKWLSLPGETRPLILCEYAHAMGNSLGGFAK
H2O 507 - 518 VDEDQPFPAVPK 77.3
HCL 507 - 518 VDEDQPFPAVPK 67.1
H2O 524 - 532 WLSLPGETR 28.4
HCL 542 - 552 AMGNSLGGFAK 37.8
H2O 542 - 552 AMGNSLGGFAK 20.5
553 - 600 YWQAFRQYPRLQGGFVWDWVDQSLIKYDENGNPWSAYGGDFGDTPNDR
H2O 553 - 558 YWQAFR 23.9
601 - 650 QFCMNGLVFADRTPHPALTEAKHQQQFFQFRLSGQTIEVTSEYLFRHSDN
H2O 613 - 622 TPHPALTEAK 22.2
HCL 623 - 631 HQQQFFQFR 56
H2O 623 - 631 HQQQFFQFR 51.4
H2O 623 - 631 HQQQFFQFR 28.5
651 - 701 ELLHWMVALDGKPLASGEVPLDVAPQGKQLIELPELPQPESAGQLWLTVRV
702 - 750 VQPNATAWSEAGHISAWQQWRLAENLSVTLPAASHAIPHLTTSEMDFCI
751 - 801 ELGNKRWQFNRQSGFLSQMWIGDKKQLLTPLRDQFTRAPLDNDIGVSEATR
H2O 762 - 775 QSGFLSQMWIGDKK 60.3
H2O 776 - 782 QLLTPLR 36.9
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H2O 776 - 782 QLLTPLR 35.8 Q-776
HCL 776 - 782 QLLTPLR 21
H2O 788 - 801 APLDNDIGVSEATR 95.4
HCL 788 - 801 APLDNDIGVSEATR 85.4
HCL 788 - 801 APLDNDIGVSEATR 40.2
H2O 788 - 801 APLDNDIGVSEATR 37.5
H2O 788 - 801 APLDNDIGVSEATR 25.1
802 - 854 IDPNAWVERWKAAGHYQAEAALLQCTADTLADAVLITTAHAWQHQGKTLFISR
H2O 802 - 810 IDPNAWVER 56.8
855 - 900 KTYRIDGSGQMAITVDVEVASDTPHPARIGLNCQLAQVAERVNWLG
H2O 883 - 895 IGLNCQLAQVAER 100.5 C-887
HCL 883 - 895 IGLNCQLAQVAER 91.8 C-887
H2O 883 - 895 IGLNCQLAQVAER 31.5 C-887
HCL 883 - 895 IGLNCQLAQVAER 28.9 C-887
901 - 953 LGPQENYPDRLTAACFDRWDLPLSDMYTPYVFPSENGLRCGTRELNYGPHQWR
HCL 911 - 918 LTAACFDR 42.8 C-915
H2O 911 - 918 LTAACFDR 42.8 C-915
H2O 944 - 953 ELNYGPHQWR 61.4
H2O 944 - 953 ELNYGPHQWR 52.5
954 - 1000 GDFQFNISRYSQQQLMETSHRHLLHAEEGTWLNIDGFHMGIGGDDSW
H2O 954 - 962 GDFQFNISR 58.8
HCL 954 - 962 GDFQFNISR 33.6
H2O 963 - 974 YSQQQLMETSHR 57.6
H2O 963 - 974 YSQQQLMETSHR 52.2
HCL 963 - 974 YSQQQLMETSHR 43.1
HCL 963 - 974 YSQQQLMETSHR 39.8
1001 - 1024 SPSVSAEFQLSAGRYHYQLVWCQK
H2O 1015 - 1024 YHYQLVWCQK 24 C-1022












































1 - 54 MGDVEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLHGLFGRKTGQAPGFSYTDANK
HCL 29 - 39 TGPNLHGLFGR 85.5
H2O 29 - 39 TGPNLHGLFGR 71.3
H2O 29 - 39 TGPNLHGLFGR 61.8
HCL 29 - 39 TGPNLHGLFGR 61.6
HCL 29 - 37 TGPNLHGLF 28.5
H2O 29 - 37 TGPNLHGLF 28.5
H2O 30 - 39 GPNLHGLFGR 30.9
HCL 30 - 39 GPNLHGLFGR 21.3
H2O 31 - 39 PNLHGLFGR 35.3
HCL 31 - 39 PNLHGLFGR 20
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H2O 40 - 54 KTGQAPGFSYTDANK 129.3
H2O 40 - 54 KTGQAPGFSYTDANK 94.5
HCL 40 - 54 KTGQAPGFSYTDANK 65.7
HCL 40 - 54 KTGQAPGFSYTDANK 65.6
HCL 40 - 54 KTGQAPGFSYTDANK 41.7
H2O 41 - 54 TGQAPGFSYTDANK 63
HCL 41 - 54 TGQAPGFSYTDANK 58.9
HCL 41 - 54 TGQAPGFSYTDANK 51.5
H2O 41 - 54 TGQAPGFSYTDANK 44.8
HCL 41 - 54 TGQAPGFSYTDANK 27.2
HCL 41 - 54 TGQAPGFSYTDANK 21
HCL 43 - 54 QAPGFSYTDANK 40
55 - 101 NKGITWGEETLMEYLENPKKYIPGTKMIFAGIKKKGEREDLIAYLKK
HCL 64 - 73 TLMEYLENPK 22.6
HCL 81 - 87 MIFAGIK 32
H2O 81 - 87 MIFAGIK 30
HCL 89 - 100 KGEREDLIAYLK 39.3
H2O 89 - 100 KGEREDLIAYLK 37
HCL 89 - 100 KGEREDLIAYLK 24.7
H2O 90 - 100 GEREDLIAYLK 26.5
HCL 93 - 100 EDLIAYLK 60.2
H2O 93 - 100 EDLIAYLK 60
102 - 105 ATNE












































1 - 51 MRSLLILVLCFLPLAALGKVFGRCELAAAMKRHGLDNYRGYSLGNWVCAAK
H2O 15 - 31 AALGKVFGRCELAAAMK 28.6 C-24
HCL 24 - 32 CELAAAMKR 21 C-24
HCL 24 - 31 CELAAAMK 40.6 C-24
H2O 24 - 31 CELAAAMK 38 C-24
H2O 40 - 51 GYSLGNWVCAAK 69.1 C-48
52 - 100 FESNFNTQATNRNTDGSTDYGILQINSRWWCNDGRTPGSRNLCNIPCSA
H2O 52 - 63 FESNFNTQATNR 99.3
HCL 52 - 63 FESNFNTQATNR 70.8
HCL 52 - 63 FESNFNTQATNR 58.5
H2O 52 - 63 FESNFNTQATNR 38.8
H2O 52 - 63 FESNFNTQATNR 34.7
HCL 52 - 63 FESNFNTQATNR 34.6
H2O 64 - 79 NTDGSTDYGILQINSR 158.5
HCL 64 - 79 NTDGSTDYGILQINSR 122.7
H2O 64 - 79 NTDGSTDYGILQINSR 51.8
HCL 64 - 79 NTDGSTDYGILQINSR 51.6
H2O 64 - 79 NTDGSTDYGILQINSR 45.1
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HCL 64 - 79 NTDGSTDYGILQINSR 33.4
HCL 64 - 79 NTDGSTDYGILQINSR 20.9
HCL 68 - 79 STDYGILQINSR 55
HCL 69 - 79 TDYGILQINSR 64
HCL 72 - 79 GILQINSR 24.3
101 - 147 LLSSDITASVNCAKKIVSDGNGMNAWVAWRNRCKGTDVQAWIRGCRL
H2O 133 - 143 CKGTDVQAWIR 95.5 C-133
H2O 133 - 143 CKGTDVQAWIR 36.1 C-133
H2O 135 - 143 GTDVQAWIR 49.4
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8 Mascot-Scoring des Dionex Mix beim 18O-Labeling
Tabelle 13 – Mascot-Scoring des Dionex Mix beim 18O-Labeling mit und ohne
Satellitenpeak-Definitionen
Proteine - Satellite + Satellite Peptid
Matches Score Matches Score
TRFE_BOVIN 36 934 37 953
28 30 K.DLLFK.D + Label:18O(2) (C-term); Label:18O(2) (DE)
31 31 K.LNELR.G
29 (29) K.DLLFR.D
(27) 30 K.DLLFR.D + Label:18O(2) (C-term); Label:18O(2) (DE)
34 34 K.GDVAFVK.D
(21) K.GDVAFVK.D + Label:18O(2) (C-term); Label:18O(2) (DE)
44 44 K.DSADGFLK.I
(30) (30) K.DSADGFLK.I + Label:18O(2) (C-term); 2 Label:18O(2) (DE)
21 28 K.GYLAVAVVK.T + Label:18O(2) (C-term)
21 30 R.GPNHAVVSR.K + Label:18O(2) (C-term)
46 46 R.YYGYTGAFR.C
(29) (37) R.YYGYTGAFR.C + Label:18O(2) (C-term)
(67) (67) K.ELPDPQESIQR.A
(46) (46) K.ELPDPQESIQR.A
(43) (43) K.ELPDPQESIQR.A + Label:18O(2) (C-term); 3 Label:18O(2) (DE)
78 78 K.ELPDPQESIQR.A + Label:18O(2) (C-term); 3 Label:18O(2) (DE)
79 79 K.TYDSYLGDDYVR.A




(35) (36) K.DNPQTHYYAVAVVK.K + Label:18O(2) (C-term); Label:18O(2) (DE)
94 94 K.HSTVFDNLPNPEDR.K
(44) (44) K.HSTVFDNLPNPEDR.K
(59) (59) K.HSTVFDNLPNPEDR.K + Label:18O(2) (C-term); 3 Label:18O(2) (DE)





(46) (50) K.DKPDNFQLFQSPHGK.D + Label:18O(2) (C-term); 2 Label:18O(2) (DE)
104 104 K.DKPDNFQLFQSPHGK.D + Label:18O(2) (C-term); 2 Label:18O(2) (DE)
(37) (37) K.HSTVFDNLPNPEDRK.N + Label:18O(2) (C-term); 3 Label:18O(2) (DE)
130 130 K.GEADAMSLDGGYLYIAGK.C
(54) (54) K.GEADAMSLDGGYLYIAGK.C
(106) (106) K.GEADAMSLDGGYLYIAGK.C + Label:18O(2) (C-term); 3 Label:18O(2) (DE)
(70) (70) K.GEADAMSLDGGYLYIAGK.C + Label:18O(2) (C-term); 3 Label:18O(2) (DE)
ALBU_BOVIN 40 792 40 795
42 42 K.LVTDLTK.V
(38) (38) K.LVTDLTK.V + Label:18O(2) (C-term); Label:18O(2) (DE)
(37) (37) K.AEFVEVTK.L
39 39 K.YLYEIAR.R
37 37 K.AEFVEVTK.L + Label:18O(2) (C-term); 2 Label:18O(2) (DE)
(28) (29) K.YLYEIAR.R + Label:18O(2) (C-term); Label:18O(2) (DE)
(22) (22) K.DLGEEHFK.G
29 29 K.DLGEEHFK.G
(24) (26) K.DLGEEHFK.G + Label:18O(2) (C-term); 3 Label:18O(2) (DE)
(23) (27) K.DLGEEHFK.G + Label:18O(2) (C-term); 3 Label:18O(2) (DE)
(62) (62) K.QTALVELLK.H + Gln->pyro-Glu (N-term Q)
(47) (47) K.QTALVELLK.H + Gln->pyro-Glu (N-term Q); Label:18O(2) (C-term);
Label:18O(2) (DE)
64 64 K.QTALVELLK.H
(53) (53) K.QTALVELLK.H + Label:18O(2) (C-term); Label:18O(2) (DE)
(29) (29) K.KQTALVELLK.H
57 57 K.KQTALVELLK.H
(21) (24) K.KQTALVELLK.H + Label:18O(2) (C-term); Label:18O(2) (DE)
(47) (47) K.KQTALVELLK.H + Label:18O(2) (C-term); Label:18O(2) (DE)
65 65 K.LVNELTEFAK.T
(60) (60) K.LVNELTEFAK.T + Label:18O(2) (C-term); 2 Label:18O(2) (DE)
57 57 R.FKDLGEEHFK.G
(55) (55) R.FKDLGEEHFK.G
(53) (53) R.FKDLGEEHFK.G + Label:18O(2) (C-term); 3 Label:18O(2) (DE)
(47) (47) R.FKDLGEEHFK.G + Label:18O(2) (C-term); 3 Label:18O(2) (DE)
(58) (58) K.HLVDEPQNLIK.Q
(68) (68) K.HLVDEPQNLIK.Q
(63) (63) K.HLVDEPQNLIK.Q + Label:18O(2) (C-term); 2 Label:18O(2) (DE)
80 80 K.HLVDEPQNLIK.Q + Label:18O(2) (C-term); 2 Label:18O(2) (DE)
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Fortgesetzt von letzter Seite
Proteine - Satellite + Satellite Peptid
Matches Score Matches Score
(70) (70) K.TVMENFVAFVDK.C
82 82 K.TVMENFVAFVDK.C + Label:18O(2) (C-term); 2 Label:18O(2) (DE)
(74) (74) K.TVMENFVAFVDK.C + Oxidation (M)
(57) (57) K.TVMENFVAFVDK.C + Oxidation (M); Label:18O(2) (C-term); 2 Label:18O(2)
(DE)
100 (100) K.LGEYGFQNALIVR.Y
(96) 103 K.LGEYGFQNALIVR.Y + Label:18O(2) (C-term); Label:18O(2) (DE)
(66) (66) R.KVPQVSTPTLVEVSR.S
97 97 R.KVPQVSTPTLVEVSR.S
(44) (47) R.KVPQVSTPTLVEVSR.S + Label:18O(2) (C-term); Label:18O(2) (DE)
(43) (43) R.KVPQVSTPTLVEVSR.S + Label:18O(2) (C-term); Label:18O(2) (DE)
(29) (29) K.DAIPENLPPLTADFAEDK.D
41 41 K.DAIPENLPPLTADFAEDK.D
ADH1_YEAST 23 649 25 679
27 27 K.DIVGAVLK.A
(22) K.DIVGAVLK.A + Label:18O(2) (C-term); Label:18O(2) (DE)
53 53 K.IGDYAGIK.W
(39) (44) K.IGDYAGIK.W + Label:18O(2) (C-term); Label:18O(2) (DE)
20 K.DIPVPKPK.A + Label:18O(2) (C-term); Label:18O(2) (DE)
66 66 R.VLGIDGGEGK.E
(53) (53) R.VLGIDGGEGK.E + Label:18O(2) (C-term); 2 Label:18O(2) (DE)
43 43 R.EALDFFAR.G
(30) (33) R.EALDFFAR.G + Label:18O(2) (C-term); 2 Label:18O(2) (DE)
53 53 K.ANELLINVK.Y
(48) (51) K.ANELLINVK.Y + Label:18O(2) (C-term); Label:18O(2) (DE)
37 37 K.EKDIVGAVLK.A
(27) (27) K.EKDIVGAVLK.A
(36) (36) K.EKDIVGAVLK.A + Label:18O(2) (C-term); 2 Label:18O(2) (DE)
(26) (26) K.EKDIVGAVLK.A + Label:18O(2) (C-term); 2 Label:18O(2) (DE)
(49) (49) K.GVIFYESHGK.L
(27) (27) K.GVIFYESHGK.L
53 53 K.GVIFYESHGK.L + Label:18O(2) (C-term); Label:18O(2) (DE)
50 59 K.SISIVGSYVGNR.A + Label:18O(2) (C-term)
63 63 R.ANGTTVLVGMPAGAK.C
76 76 K.VVGLSTLPEIYEK.M
(66) (69) K.VVGLSTLPEIYEK.M + Label:18O(2) (C-term); 2 Label:18O(2) (DE)
(62) (62) R.VLGIDGGEGKEELFR.S
129 129 R.VLGIDGGEGKEELFR.S
(103) (103) R.VLGIDGGEGKEELFR.S + Label:18O(2) (C-term); 4 Label:18O(2) (DE)
CYC_BOVIN 15 344 17 392
22 K.IFVQK.C + Label:18O(2) (C-term)
22 K.MIFAGIK.K + Label:18O(2) (C-term)
30 30 K.KYIPGTK.M
(55) (55) R.EDLIAYLK.K
55 55 R.EDLIAYLK.K + Label:18O(2) (C-term); 2 Label:18O(2) (DE)
(27) (27) K.TGPNLHGLFGR.K
(20) (28) K.TGPNLHGLFGR.K + Label:18O(2) (C-term)
60 65 K.TGPNLHGLFGR.K + Label:18O(2) (C-term)
26 26 K.GEREDLIAYLK.K + Label:18O(2) (C-term); 3 Label:18O(2) (DE)
(24) (24) K.KGEREDLIAYLK.K
26 26 K.KGEREDLIAYLK.K
(21) (21) K.KGEREDLIAYLK.K + Label:18O(2) (C-term); 3 Label:18O(2) (DE)
(34) (34) K.TGQAPGFSYTDANK.N
72 72 K.TGQAPGFSYTDANK.N
(62) (62) K.TGQAPGFSYTDANK.N + Label:18O(2) (C-term); Label:18O(2) (DE)
75 75 R.KTGQAPGFSYTDANK.N
(50) (58) R.KTGQAPGFSYTDANK.N + Label:18O(2) (C-term); Label:18O(2) (DE)
BGAL_ECOLI 10 304 12 325
22 K.TLFISR.K + Label:18O(2) (C-term)




(21) R.TPHPALTEAK.H + Label:18O(2) (C-term); Label:18O(2) (DE)
55 55 R.VDEDQPFPAVPK.W
(46) (46) R.VDEDQPFPAVPK.W + Label:18O(2) (C-term); 3 Label:18O(2) (DE)
101 101 R.APLDNDIGVSEATR.I
(52) (55) R.APLDNDIGVSEATR.I + Label:18O(2) (C-term); 3 Label:18O(2) (DE)
(39) (39) R.YSQQQLMETSHR.H
39 39 R.YSQQQLMETSHR.H + Oxidation (M)
LYSC_CHICK 8 297 8 297
42 42 R.HGLDNYR.G
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Fortgesetzt von letzter Seite
Proteine - Satellite + Satellite Peptid
Matches Score Matches Score


































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































AUC Area under curve
Asp-N Endoproteinase Asp-N
β-BTRC1 F-box/WD repeat-containing protein 1A
β-TRCP2 F-box/WD repeat-containing Protein 11
Bis-Tris 2-[Bis(2-Hydroxyethyl)amino]-2-(Hydroxymethyl)-1,3-Propandiol






CA Citric Acid - Zitronensäure
ca. circa
CAD Collision activated dissocation
CI chemische Ionisierung
CID Collision induced dissociation
CKIα Casein kinase I isoform alpha
CKIδ Casein kinase I isoform delta
CKIϵ Casein kinase I isoform epsilon









EIC Extracted Ion Chromatrogramm
ESI Electrospray ionisation
ETD Electron Transfer Dissociation
F Phenylalanin






GSK3 Glycogen Synthase Kinase-3
H Histidin
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-Piperazinyl)-Ethansulfonsäure
HILIC Hydrophilic interaction liquid chromatography
HPLC High Performance Liquid Chromatography
I Isoleucin
IAA Iodacetamid
ICAT Isotope-Coded Affinity Tag
ICPL Isotope-Coded Protein Labels
ICP-MS Inductive Coupled Plasma Mass Spectrometry
IGEPAL CA-630 Octylphenoxypolyethoxyethanol
IMAC Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography










MALDI Matrix-assisted laser desorption/ionization
MeCAT Metal-coded affinity tags
MOAC Metal oxide affinity chromatography
MOPS 3-(N-morpholino)Propansulfonsäure
mPER1 Period circadian protein homolog 1 (Mammalian)
mPER2 Period circadian protein homolog 2 (Mammalian)




NES Nuclear Export Signal
















SILAC Stable Isotope Labeling by Amino Acids in Cell Culture
SIMAC Sequential Elution from IMAC
SLD Soft Laser Desorption
SRM Single Reaction Monitoring
T Threonin
TEA Triethylamin
TMT Tandem Mass Tag
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